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1 Einleitung 
1.1 Das Zytokin Interleukin-6  
Interleukin-6 (IL-6) ist ein 26 kDa großes Polypeptid und gehört zu den Zytokinen, die eine 
wichtige Rolle bei der interzellulären Kommunikation in einem Organismus spielen und 
Wachstum sowie Differenzierung von Zellen regulieren. Das Wirkungsspektrum der Zytokine 
ist pleiotrop, das heißt sie können auf verschiedene Zielzellen einwirken, wobei sie die 
Funktion anderer Zytokine auf additiver, synergistischer oder antagonistischer Art und Weise 
beeinflussen können. Im Gegensatz zu Hormonen, die ebenfalls wichtig für die interzelluläre 
Kommunikation sind, wirken Zytokine über kürzere Distanzen entweder parakrin oder 
autokrin.  
IL-6 gibt der Familie der IL-6-Typ-Zytokine den Namen, welcher zusätzlich die Zytokine 
Interleukin-11 (IL-11), leukemia inhibitory factor (LIF), oncostatin M (OSM), ciliary 
neurotrophic factor (CNTF), cardiotrophin-1 (CT-1) und cardiotrophin-like cytokine (CLC) 
angehören. Gemeinsam ist den IL-6-Typ-Zytokinen neben der vergleichbaren 
dreidimensionalen Struktur (vier antiparallel in einem Bündel angeordnete α-Helices) auch 
die Nutzung des Glykoproteins gp130 als signaltransduzierende Rezeptoruntereinheit [1, 2]. 
Die Mitglieder der IL-6-Typ-Zytokine haben sowohl pro- als auch anti-inflammatorische 
Eigenschaften und sind an der Hämatopoese, an der Akutphase-Reaktion bei Entzündungen 
und an der Immunabwehr beteiligt [3, 4]. 
IL-6 wurde als Hepatozyten-stimulierender Faktor und Hauptmediator der Akutphase-Protein-
Synthese in der Leber identifiziert [3, 5-7]. Zur gleichen Zeit wurde IL-6 als ein B-Zell-
stimulierender Faktor (BSF)-2 beschrieben, der von Monozyten in die Kulturüberstände 
sezerniert wurde [8]. Heute ist bekannt, dass IL-6, als pleiotropes Zytokin, unter anderem das 
Wachstum und die Differenzierung von T-Zellen induziert [9], die Bildung von 
hämatopoetischen Stammzellen synergistisch mit IL-3 stimuliert [10, 11] sowie als 
Differenzierungsfaktor für hämatopoetische Stammzellen, Makrophagen und Megakaryozyten 
fungiert [12-14]. Abbildung 1-1 gibt eine Übersicht über die pleiotropen Funktionen von IL-6. 
Weiterhin werden auch pathobiologische Aktivitäten dieses Zytokins beschrieben. So spielt 
IL-6 eine Rolle bei akut-entzündlichen und Autoimmun-Erkrankungen (z.B. rheumatoide 
Arthritis), AIDS (HIV-Infektion, Kaposi´s Sarkom) und bei verschiedenen Tumoren (z.B. B-
Zell-Neoplasien, Myelom) [15]. 
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Synthetisiert wird IL-6 von verschiedenen lymphoiden und nicht-lymphoiden Zellen wie zum 
Beispiel T- und B-Zellen, Kupfferzellen, Monozyten, Makrophagen, Fibroblasten, 
Keratinozyten und Endothelzellen nach Stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen, wie 
IL-1 und TNFα [16]. 
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Stammzellen
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Hepatozyten
Produktion
von APP
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Abb. 1-1: Pleiotrope Wirkungsweise von IL-6 
IL-6 wirkt auf verschiedene Zelltypen und fördert deren Proliferation, Aktivierung und 
Differenzierung. 
 
1.2 Bedeutung von Interleukin-6 während der Differenzierung von 
Monozyten zu Makrophagen 
Monozyten sind nicht nur die Vorläuferzellen von Makrophagen, sondern auch die von 
dendritischen Zellen. Wie Makrophagen sind dendritische Zellen Phagozyten, ihre 
Hauptaufgabe besteht aber eher in der Antigenpräsentation.  
Die Erforschung der molekularen Mechanismen, die der Differenzierung von 
hämatopoetischen Stammzellen zu Monozyten/Makrophagen zugrunde liegen, ist schon seit 
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Jahren Gegenstand vieler Untersuchungen. So ist bekannt, dass IL-6, zusammen mit dem 
monocyte-colony stimulating factor (M-CSF), die Bildung von Makrophagen aus 
Knochenmarksstammzellen fördert [12, 13]. Wie kontrolliert wird, ob Monozyten im Gewebe 
zu Makrophagen oder zu dendritischen Zellen differenzieren, wurde jedoch erst in den letzten 
Jahren näher untersucht.  
Es konnte gezeigt werden, dass auch hierbei IL-6 ein wichtiger Mediator ist, der zusammen 
mit M-CSF die Differenzierung von Monozyten zu dendritischen Zellen inhibiert und die 
Bildung von Makrophagen fördert [17-19]. Abbildung 1-2 zeigt ein Schema dieses Vorgangs, 
bei dem auch andere Zellen wie Mastzellen und Fibroblasten eine Rolle spielen: Treffen 
Monozyten beim Eintritt in das Gewebe auf Mastzellen, die GM-CSF (granulocyte and 
monocyte-colony stimulating factor) und IL-4 sezernieren, erfolgt eine Differenzierung zu 
dendritischen Zellen. Der Kontakt von Monozyten mit Stroma-Zellen wie zum Beispiel 
Fibroblasten aktiviert letztere - durch einen noch nicht aufgeklärten Mechanismus - IL-6 
freizusetzen, welches eine erhöhte Expression von M-CSF-Rezeptoren auf der Oberfläche der 
Monozyten induziert. Dies führt zu einer verstärkten Signaltransduktion durch M-CSF, das 
autokrin auf die Monozyten wirkt und schließlich zur Differenzierung zu Makrophagen.  
 
Makrophagen
dendritische Zellen
Mastzellen
GM-CSF
IL-4
 
 
IL-6
Stroma Zellen
(z.B Fibroblasten) ? M-CSF
M-CSFR
Monozyt
 
 
 
Abb. 1-2: Differenzierung von Monozyten zu dendritischen Zellen oder Makrophagen 
Dargestellt ist ein Modell, das die Differenzierung von Monozyten zu dendritischen Zellen oder 
Makrophagen zeigt (nach [19]). Die Beteiligung der verschiedenen Mediatoren ist in Rot bzw. 
Grün hervorgehoben. 
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1.3 Die IL-6-Signaltransduktion  
1.3.1 Rezeptoren 
 
Die Rezeptoren der IL-6-Typ-Zytokine sind Typ-I-Membranrezeptoren, die eine 
Transmembrandomäne besitzen und deren N-Terminus extrazellulär ist. Weiterhin gehören 
sie zu der Klasse I der Zytokinrezeptoren, das heißt sie besitzen in der extrazellulären 
Domäne mindestens ein zytokinbindendes Modul (ZBM) bestehend aus 2 Fibronektin-
ähnlichen Domänen. Die N-terminale Domäne dieser Fibronektin-ähnlichen Domänen enthält 
vier konservierte Cysteine und die C-terminale Domäne ein WSXWS-Motiv [2]. 
IL-6-Typ-Zytokine wirken zwar alle über die signaltransduzierende Rezeptoruntereinheit 
gp130, üben ihre Wirkung jedoch über verschiedene Rezeptorkomplexe aus (Abb. 1-3). IL-6 
und IL-11 signalisieren über einen Rezeptorkomplex bestehend aus einem spezifischen α-
Rezeptor (IL-6-Rezeptor [20], IL-11-Rezeptor [21]) und einem gp130-Homodimer [22, 23]. 
CNTF bindet ebenfalls einen α-Rezeptor, CNTF-Rezeptor [24], signalisiert aber über ein 
Heterodimer aus LIF-Rezeptor und g130 [25]. Für CLC wurde gezeigt, dass es im Komplex 
mit dem cytokine-like factor-1 (CLF) sekretiert wird und mittels CNTF-Rα über gp130 und 
den LIF-R signalisiert [26]. Es gibt auch Hinweise auf die Existenz einer α-
Rezeptoruntereinheit für CT-1 [27]. LIF und OSM benötigen im Gegensatz zu den bisher 
genannten Zytokinen keinen α-Rezeptor, sondern signalisieren direkt über ein Heterodimer 
aus LIFR und gp130 [28]. Daneben ist OSM in der Lage, ein Heterodimer bestehend aus 
gp130 und einem spezifischen OSM-Rezeptor zu nutzen [29].  
Während gp130 ubiquitär exprimiert wird, ist die Expression der anderen 
Rezeptoruntereinheiten auf bestimmte Zellen beschränkt, was eine spezifische Regulation der 
Signaltransduktion der einzelnen Zytokine ermöglicht. Allerdings kann im Falle des IL-6-
Rezeptor-Komplexes auch eine lösliche Form des α-Rezeptors agonistisch wirken. Diese 
Form des IL-6-Rezeptors entsteht in vivo entweder durch limitierte Proteolyse (shedding) oder 
durch alternatives splicing [30-32]. Der zytoplasmatische Teil des IL-6-Rezeptors (IL-6-Rα, 
gp80) ist also für die Rezeptor-Komplexbildung und für die Signaltransduktion nicht 
essentiell. Diesem Teil des IL-6-Rezeptors wird jedoch eine Rolle bei dem basolateralen 
Transport des Rezeptors in polaren Zellen zugeschrieben [33]. Im Gegensatz zu dem IL-6-
Rezeptor besitzt der CNTF-Rezeptor keinen zytoplasmatischen Teil, sondern ist mit einem 
GPI (Glykophosphatidyl-Inositol)-Anker in der Membran verankert [24]. 
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Abb. 1-3: Rezeptorkomplexe der IL-6-Typ-Zytokine  
Die gemeinsame signaltransduzierende Untereinheit gp130 ist dunkel-grau dargestellt. 
Spezifische Rezeptoren sind in der gleichen Farbe dargestellt wie die Zytokine, mit Ausnahme des 
CLC, das den CNTF-R nutzt bzw. OSM, das auch über den LIF-R signalisieren kann  [36].  
ie Zytokine binden über 3 spezifische sites an die Rezeptoren. Site I bindet an das ZBM der 
-Rezeptoren (sofern diese benötigt werden), site II interagiert mit der ZBM von gp130 und 
ite III wird von der Ig-ähnlichen Domäne der zweiten signalisierenden Rezeptoruntereinheit 
gp130, LIFR oder OSMR) erkannt [34-36].  
ie Stöchiometrie der IL-6-Typ-Zytokin-Rezeptorkomplexe ist noch nicht vollständig 
ufgeklärt. Für den löslichen extrazellulären IL-6-Rezeptorkomplex wurde kürzlich eine 
examere Struktur – ein Dimer aus zwei Trimeren - beschrieben [37]. 
.3.2 Der Jak/STAT-Signalweg 
L-6 nutzt zur intrazellulären Signal-Weiterleitung den Jak/STAT-Weg. Dabei spielen die 
anuskinasen eine wesentliche Rolle, die die fehlende intrinsische Kinaseaktivität von gp130 
rsetzen und konstititv an den Rezeptor im Box1/2-Bereich assoziiert sind (Abb. 1-4) [38, 39-
1]. Die Familie der Januskinasen besteht aus den Kinasen Jak1, Jak2, Jak3 und Tyk2, von 
enen Jak1 eine bedeutende Rolle in der IL-6-Signaltransduktion spielt, wie mittels Jak1-
efizienter Zelllinien gezeigt werden konnte [42]. 
ie Januskinasen weisen in ihrer Struktur sieben Homologie-Domänen JH1-JH7 auf. Die 
omänenstruktur ist in Abbildung 1-3 dargestellt. Am C-Terminus befindet sich die 
inasedomäne (JH1-Domäne), mit zwei benachbarten Tyrosinen, die im aktiven Zustand 
hosphoryliert sind (Abb. 1-7). Die JH2-Domäne stellt die Pseudokinasedomäne dar, die als 
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Kinase zwar nicht aktiv ist, der aber regulatorische Funktionen zugeschrieben wurden [43-
46]. Weiter N-terminal befindet sich laut Strukturvorhersagen eine SH2-Domäne, über deren 
Funktion bisher noch nichts bekannt ist. Die N-terminalen Domänen JH4-JH7 sind für die 
Rezeptor-Interaktion essentiell. Hier wurde wiederum mit Hilfe von Strukturvorhersagen das 
Vorliegen einer FERM-Domäne postuliert [47]. Der Name FERM geht auf die Proteine band 
four-point-one protein, Ezrin, Radixin, und Moesin zurück, die ebenfalls diese Domäne 
besitzen. Sie besteht aus drei Subdomänen (F1, F2 und F3). 
Kürzlich konnte gezeigt werden, dass die Januskinasen neben ihrer Rolle als Tyrosinkinasen 
in der Signaltransduktion auch eine wichtige Rolle bei der Oberflächenexpression von 
Rezeptoren spielen [48-51].  
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Abb. 1-3: Domänenstruktur von Jak und STAT 
Wichtige Tyrosine (Y) in Jak und STAT und das Serin (S) im Transaktivierungsbereich von STAT 
sind eingezeichnet [36].   
em IL-6 an den Rezeptorkomplex gebunden hat, sorgen die durch die Dimerisierung 
p130 aktivierten und autophosphorylierten Januskinasen für die Phosphorylierung von 
nresten in dem zytoplasmatischen Teil des Rezeptors. Gp130 besitzt in seinem 
llulären Bereich sechs Tyrosinreste; Y683, Y759, Y767, Y814, Y905 und Y915, von 
 die fünf membran-distalen in ihren phosphorylierten Formen Rekrutierungsmotive für 
e Signalmoleküle darstellen [2, 38]. Dies sind zum Beispiel die Transkriptionsfaktoren 
AT-Familie. Bekannt sind 7 STAT-Moleküle (STAT1, 2, 3, 4, 5a, 5b, 6) von denen 
1 und STAT3 in der IL-6-Signaltransduktion eine Rolle spielen. Die Domänenstruktur 
AT-Faktoren ist ebenfalls in Abbildung 1-3 dargestellt. Mit ihrer SH2-Domäne binden 
AT-Faktoren an die vier membran-distalen, phosphorylierten Tyrosinmotive YXPQ 
XXQ von gp130 [52-54] und werden dann selber an einem Tyrosinrest phosphoryliert 
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[55, 56] (s. Abb. 1-4). So können die STAT-Faktoren Homo- oder Heterodimere (STAT3/3, 
STAT1/3, STAT1/1) bilden und in den Zellkern translozieren, wo sie an Promotorregionen 
von IL-6-responsiven Genen binden und diese induzieren [2]. Neben der 
Tyrosinphosphorylierung wurde auch eine Serinphosphorylierung der STAT-Faktoren 
beschrieben. Diese gilt einerseits als notwendig für die Transaktivierung der STAT-Faktoren 
[57-59], andererseits kann sie sich auch hemmend auf die STAT-DNA-Bindung und die 
transkriptionelle Aktivität auswirken [60]. Ebenfalls ist noch nicht eindeutig geklärt welche 
Kinase nach IL-6-Stimulation für die Serinphosphorylierung zuständig ist. Es wird die MAPK 
p38, aber auch PKCδ diskutiert [58, 61].  
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Abb. 1-4: Signaltransduktionswege über den IL-6-Rezeptor-Komplex  
Auf der linken Seite ist der Jak/STAT-Signalweg und auf der rechten Seite die MAPK-
Signalkaskade abgebildet. Wichtige Tyrosinmotive in gp130, die durch die Jaks phosphoryliert 
werden, sind eingezeichnet. Phosphorylierte Tyrosinreste sind als pinkfarbene Punkte dargestellt. 
(TF: Transkriptionsfaktoren)   
 
1.3.3 Der IL-6-induzierte MAPK-Signalweg 
 
Neben dem Jak/STAT-Signalweg aktiviert IL-6 über gp130 auch die MAPK-Kaskade (Abb. 
1-4). Ein notwendiger erster Schritt ist die Rekrutierung der Phosphatase SHP-2 an das 
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phosphorylierte Tyrosin 759 im gp130 [52]. In diesem Zusammenhang übt SHP-2 keine 
negativ-regulatorische (s. Abschnitt 1.4), sondern eher eine Adaptor-Funktion aus. SHP-2 
wird stimulationsabhängig selbst tyrosinphosphoryliert und rekrutiert den Grb2/Sos-Komplex 
über die SH2-Domäne von Grb2 an die Membran [62, 63]. Als Nukleotid-Austauschfaktor 
aktiviert Sos durch den Austausch von GDP zu GTP das in der Membran verankerte Ras, 
woraus schließlich die Aktivierung der Ras/Raf/MAPK-Kaskade resultiert. Es ist außerdem 
eine Beteiligung des Adaptor-Proteins Gab1 im IL-6-induzierten MAPK-Signalweg 
beschrieben worden [64].  
Im Falle des OSM-Rezeptors wurde gezeigt, dass anstelle von SHP-2 das Adaptorprotein Shc 
für diesen Signalweg rekrutiert wird [65].  
 
1.4 Regulation des IL-6-Signalweges 
 
Um eine unkontrollierte Aktivierung von Zellen zu vermeiden, wurden verschiedene 
Mechanismen entwickelt, Signaltransduktionswege abzuschalten. Zum Beispiel können durch 
Rezeptor-vermittelte Endozytose der Ligand sowie der Rezeptor aus dem extrazellulären 
Milieu entfernt werden. Dieser Abschaltmechanismus spielt aber im Fall der IL-6-
Signaltransduktion keine Rolle [66].  
Ein anderer Weg Signale abzuschalten ist die Dephosphorylierung von Proteinen. So vermag 
die Tyrosinphosphatase SHP-2 nicht nur als Adaptor die MAPK-Kaskade nach IL-6-
Stimulation zu aktivieren, sondern auch das IL-6-Signal durch ihre Phosphatase-Funktion 
negativ zu regulieren [67, 68]. Daneben wurden auch andere Phosphatasen, wie z.B. PTPε, 
PTP1B, CD45 und TCPTP beschrieben, die einen negativen Effekt auf die IL-6-
Signaltransduktion ausüben [69, 70-73]. 
Des Weiteren sind Mitglieder aus der Familie der PIAS-Proteine (protein inhibitors of 
activated STATs) an der Hemmung der IL-6-Signaltransduktion beteiligt. Es wurde gezeigt, 
dass PIAS1 bzw. PIAS3 mit STAT1 bzw. STAT3 interagieren und die STAT-DNA-Bindung 
blockieren [74, 75].  
Von Bedeutung für die negative Regulation des IL-6-Signalweges ist ebenfalls die Induktion 
von feedback Inhibitoren, den sogenannten SOCS-Proteinen, auf die im Folgenden genauer 
eingegangen wird.  
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1.4.1 Die Familie der SOCS-Proteine 
 
Die Familie der SOCS-Proteine besteht aus 8 Mitgliedern - CIS und SOCS1-7 - die durch 
eine zentrale SH2-Domäne sowie eine C-terminale SOCS-Box-Domäne charakterisiert 
werden. Das erste Protein dieser Familie, CIS (cytokine inducible SH2-containing protein), 
wurde als ein immediate early gene entdeckt, das durch Zytokine (IL-2, IL-3, EPO) induziert 
wird [76]. Das zweite Mitglied wurde von 3 Arbeitsgruppen unabhängig voneinander 
gefunden und wurde SOCS – suppressor of cytokine signaling-[77], JAB – jak binding 
protein- [78] und SSI – STAT-induced STAT-inhibitor- [79] genannt.  
SOCS-Proteine werden in unstimulierten Zellen sehr schwach oder gar nicht exprimiert, aber 
nach Stimulation mit Zytokinen (IL-2, IL-3, GH, Prolaktin, EPO, IFNγ, IFNα, IL-6-Typ-
Zytokine und andere) erfolgt eine schnelle, durch STAT-Faktoren vermittelte, Transkription 
der SOCS-Gene [80, 81].  
Die physiologischen Funktionen von SOCS1, SOCS2 und SOCS3 wurden mit Hilfe von 
knock-out Mäusen untersucht. SOCS1-/--Mäuse zeigen eine geringe Anzahl von 
Lymphozyten, eine „Fett-Leber“ und eine starke Makrophagen-Infiltration in verschiedene 
Gewebe. Dies ist auf eine verstärkte IFNγ-Signaltransduktion zurückzuführen, denn eine 
Kreuzung der SOCS1-/--Mäuse mit IFNγ-/--Mäusen führt zu einer Reversion des Phänotyps 
[82, 83]. SOCS2-/--Mäuse zeichnen sich durch ein schnelleres und stärkeres Wachstum als die 
Wildtyp-Mäuse aus, was auf eine unkontrollierte Wachstumshormon-Signaltransduktion 
hindeutet [84]. SOCS3-/--Mäuse sterben schon vor der Geburt. Der Phänotyp dieser Mäuse 
wird noch kontrovers diskutiert. Während Marine et al. berichten, dass die Embryos eine 
starke Erythrozytose aufweisen, zeigen Roberts et al., dass Defekte der Plazenta zum Tod der 
SOCS3-/--Mäuse führen [85, 86]. In Überexpressionssystemen wurden SOCS1 und SOCS3 als 
potente Inhibitoren des IL-6-Signalweges identifiziert [77, 78, 87]. Studien in SOCS3-/--
Makrophagen bestätigten kürzlich die besondere Rolle von SOCS3 in der Regulation des IL-
6-Signalweges [88-90]. 
 
1.4.2 Die SH2-Domäne, ESS und KIR der SOCS-Proteine 
 
Abbildung 1-5 zeigt die Domänenstruktur von SOCS1 und SOCS3. Die ESS (Extended SH2 
Subdomain) schließt mit ihren 12 Aminosäuren N-terminal an die zentrale SH2-Domäne an 
und unterstützt deren Funktion bei der Bindung von Phosphotyrosinmotiven im 
Aktivierungsloop von Januskinasen [91, 92]. Für SOCS3 wurde zusätzlich gezeigt, dass es 
über die SH2-Domäne an spezifische, phosphorylierte Rezeptortyrosinmotive rekrutiert wird 
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und dass dies essentiell für die hemmende Wirkung des Proteins ist [87, 93, 94]. Im Rahmen 
der IL-6-Signaltransduktion bindet SOCS3 an das phosporylierte Tyrosin 759 in gp130, 
welches ebenfalls die Rekrutierungsstelle für SHP-2 ist [87, 95]. Die beiden negativ 
regulatorischen Proteine scheinen jedoch unabhängig voneinander an dem Abschalten des  
IL-6-Signalweges beteiligt zu sein [68]. 
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Die KIR (Kinase Inhibitory Region) ist essentiell für die Hemmung der Januskinasen. Es wird 
postuliert, dass diese Region als Pseudosubstrat in die Substratbindungstasche bindet und so 
die Kinase inhibiert [91, 92]. Abbildung 1-6 zeigt den von den Autoren vorgeschlagenen 
Mechanismus der Hemmung. Da die Struktur der SOCS-Proteine noch nicht gelöst ist, wurde 
diese Hypothese noch nicht strukturell bestätigt.  
 
 
 
 
 Y
-
-Yp Y
SH
2
Bo
x
KIR
JakJH1-Domäne
Aktivierung
SOCS
Hemmung
Substrate
inaktiv inaktivaktiv
p
 
 
Abb. 1-6: Schema des postulierten Mechanismus der Hemmung von Januskinasen durch 
SOCS-Proteine 
Dargestellt ist die Kinasedomäne der Jaks (JakJH1) im inaktiven und aktiven Zustand
(orange). Der phosphorylierte Tyrosinrest im Aktivierungsloop der Jak ist als pinkfarbener
Punkt eingezeichnet. In Blau ist das SOCS-Protein mit der SH2-Domäne, die den
phosphorylierten Tyrosinrest bindet, und die KIR, die als Pseudosubstrat in die
Substratbindungstasche der Jak binden soll, dargestellt (verändert nach [91]).  KIR ESS SH2-Domäne SOCS-Box
SOCS1
1 56 68 80 169173 212
SOCS3
1 22 34 46 141 186 225  
 
bb. 1-5: Domänenstruktur von SOCS1 und SOCS3 
argestellt sind die verschiedenen Domänen KIR (Kinase Inhibitory Region, hellgrün), ESS 
xtended SH2 Subdomain, dunkelgrün), SH2-Domäne (rot) und SOCS-Box (blau). Die 
ummerierung der Aminosäuren vom N-Terminus (1) bis zum C-Terminus (212 bzw. 225) ist 
gegeben.  
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Um Anhaltspunkte über den Mechanismus der Hemmung durch SOCS-Proteine zu erhalten, 
wurde in unserer Arbeitsgruppe eine Modellstruktur des Jak2/SOCS1-Komplexes generiert 
[96]. Das in Abbildung 1-7 gezeigte Modell umfasst die Kinasedomäne von Jak2 und die 
Aminosäuren 56-170 von SOCS1. In der oberen Region der Kinasedomäne sind hydrophobe 
Aminosäurereste und die αC-Helix hervorgehoben. Diese Bereiche sind für die Funktion 
vieler Kinasen von großer Bedeutung. So stellen die hydrophoben Aminosäurereste 
Kontaktstellen für intra- oder intermolekulare Wechselwirkungen dar. Solche 
Wechselwirkungen können zur Verlagerung der αC-Helix führen, von der gezeigt ist, dass sie 
für die Aktivität von Kinasen besonders wichtig ist [97]. 
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Abb. 1-7: Modellstruktur des Jak2-SOCS1-Komplexes  
Der Komplex beinhaltet die aktive Kinasedomäne von Jak2 (gelb), sowie die Aminosäuren 56-170 
von SOCS1 (grün). Die KIR, ESS und SH2-Domäne von SOCS1 sind hervorgehoben. Die 
Seitenketten bedeutender Aminosäuren sind dargestellt. Die im Rahmen dieser Studie mutierten 
Aminosäuren sind eingerahmt (verändert nach [96]).   
 Die SOCS-Box 
SOCS-Box am C-Terminus ist nicht nur in den SOCS-Proteinen konserviert, sondern 
 in anderen Protein-Familien zu finden, die anstatt der SH2-Domäne eine andere Protein-
in-Interaktions-Domäne besitzen [98, 99]. In in vivo Studien konnte gezeigt werden, dass 
12                                                                                                                                 Einleitung 
                                                                                                           
die SOCS-Box ebenso wie die ESS und KIR essentiell für die hemmende Wirkung von 
SOCS-Proteinen ist [100].  
Die Interaktion der SOCS-Box von SOCS1 und SOCS3 mit ElonginC soll zur Ausbildung 
eines E3-Ubiquitin-Ligase-Komplexes führen, bestehend aus SOCS, ElonginB/C, Cullin2 und 
dem Ring-Finger Protein Rbx1. Dieser Komplex führt zur Ubiquitinierung der Substrate von 
SOCS1 (z.B. Jak2, TEL-Jak2, Vav, IRS-1 und IRS-2) bzw. von SOCS3 (IRS-2) und zu deren 
Abbau im Proteasom [101-105]. Ein ähnlicher Mechanismus ist für die Wirkungsweise des 
Tumorsuppressor-Proteins von Hippel-Lindau (VHL) bekannt, das ebenfalls über eine SOCS-
Box-Domäne mit ElonginC interagiert, einen E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex bildet und den 
Transkriptionsfaktor HIFα (hypoxia inducible factor α) ubiquitiniert und abbaut [106].  
Das VHL-Protein selbst wird durch die Bindung mit ElonginC stabilisiert [107, 108]. Ob die 
SOCS-Proteine durch die Interaktion mit ElonginC stabilisiert werden, wird derzeit noch 
kontrovers diskutiert. Auf der einen Seite wird beschrieben, dass die Interaktion mit ElonginC 
zur Stabilisierung von SOCS1 führt [109-111], andere Autoren berichten jedoch über eine 
durch diese Interaktion hervorgerufene Destabilisierung von SOCS-Proteinen [102, 112].   
Eine Besonderheit von SOCS3 ist, dass es nach Stimulation verschiedener Zellen mit IL-2, 
EPO, EGF und PDGF an zwei Tyrosinresten (Y204, Y221) innerhalb der SOCS-Box 
phosphoryliert wird [113, 114]. Auch nach Insulin-Stimulation wurde eine Phosphorylierung 
des Tyrosinrestes Y204 gezeigt [115]. Für diese Modifikation werden die Januskinasen 
verantwortlich gemacht. Von anderen Mitgliedern der SOCS-Familie wurde diese 
posttranslationale Modifikation nicht beschrieben. Allerdings wurde für SOCS1 eine 
Serinphosphorylierung durch die PIM-Kinase gezeigt, was zur Stabilisierung von SOCS1 
führt [116]. Ob die Tyrosinphosphorylierung von SOCS3 einen Einfluss auf die Stabilität des 
Proteins hat, ist noch nicht bekannt.  
Eine kürzlich beschriebene Funktion dieser posttranslationalen Modifikation besteht in der 
Bindung von phosphoryliertem SOCS3 an das Protein p120RasGAP, woraus eine verlängerte 
ERK-Aktivierung resultiert [114].  
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1.5 Zielsetzung der Arbeit 
 
Die hier vorliegende Arbeit befasst sich mit Regulationsmechanismen der IL-6-
Signaltransduktion.  
 
Im ersten Teil sollten Untersuchungen zur IL-6-Signaltransduktion während verschiedener 
Differenzierungsstadien von primären humanen Makrophagen durchgeführt werden. Das 
Interesse an dieser Studie beruht auf Beobachtungen unserer Arbeitsgruppe, die zeigen, dass 
sich die Kinetik und Dosisabhängigkeit der IL-6-induzierten STAT-Aktivierung in primären 
Blutmonozyten und den aus diesen hervorgehenden Makrophagen unterscheiden [117].  
 
Im zweiten Teil dieser Arbeit sollten Untersuchungen zu den negativ-regulatorischen 
Proteinen SOCS1 und SOCS3 im Mittelpunkt stehen.  
• Kürzlich wurde die Tyrosinphosphorylierung von SOCS3 nach Stimulation mit EPO, 
IL-2, EGF, PDGF und Insulin beschrieben [114, 115]. Da SOCS3 eine bedeutende 
Rolle in der IL-6-Signaltransduktion spielt, sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht 
werden, ob auch IL-6-Typ-Zytokine die Phosphorylierung von SOCS3 induzieren. 
Weiterhin war die Bedeutung dieser posttranslationalen Modifikation von Interesse.  
 
• Die oben erwähnte Modellstruktur (Abb. 1-7) erlaubt Rückschlüsse auf die Funktion 
der ESS und der KIR und liefert folgende Hinweise auf einen potentiellen Hemmungs-
mechanismus der Jak2 durch SOCS1: 
⇒ Die ESS-Domäne unterstützt in Form einer Helix die Funktion der SH2-
Domäne. Die Aminosäuren I68, T71 und L75 sind hierbei von besonderer 
Bedeutung (Abb. 1-7). 
⇒ Die KIR wirkt nicht als Pseudosubstrat, sondern kontaktiert die obere Region 
der Kinasedomäne. Die Kinaseaktivität wird durch diese Interaktion gehemmt, da 
eine Verlagerung der so genannten αC-Helix stattfindet. Für die Interaktion 
wichtige Aminosäuren sind in Abbildung 1-7 hervorgehoben. 
 In dieser Arbeit sollten Mutationsstudienstudien durchgeführt werden, um diese 
 Hypothesen zu überprüfen. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Materialien 
2.1.1  Chemikalien 
 
Die verwendeten Chemikalien wurden in der Regel in pro analysi Qualität eingesetzt und von 
den Firmen AGS/Hybaid (Heidelberg), BioRad (München), Roche (Mannheim), Roth 
(Karlsruhe), Merck (Darmstadt), New England Biolabs (Frankfurt/Main), Amersham 
(Freiburg), Qiagen (Hilden) und Sigma (Taufkirchen) bezogen. In der Methodenbeschreibung 
wird näher auf die verwendeten Chemikalien eingegangen. 
Radiochemikalien 
Adenosin-5′[32P]-triphosphat  (Hartmann, Braunschweig) 
Tran-S35-Label  (ICN, Eschwege) 
2.1.2 Puffer und Medien 
 
Alle Puffer und Medien wurden in wässriger Lösung (Qualität: Millipore) angesetzt. Die 
Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Medien erfolgt in der Methodenbeschreibung. 
2.1.3 Verbrauchsmaterialien 
 
Die eingesetzten Verbrauchsmaterialien stammten von den Firmen Eppendorf (Hamburg), 
Millipore (Schwalbach), Serva (Heidelberg), Renner (Darmstadt), Sarstedt (Nümbrecht), und 
Whatman (Frickenhausen).  
2.1.4 Reaktionskits 
 
Folgende Reaktionskits wurden gemäß Herstellerangaben eingesetzt: 
Mini-Plasmidpräparationskit  (Qiagen, Hilden) 
Maxi-Plasmidpräparationskit  (Qiagen, Hilden) 
Qiaex II-Gel-Extraktionskit  (Qiagen, Hilden) 
RNeasy Mini RNA-Isolationskit  (Qiagen, Hilden) 
Luziferase-Assay-Kit  (Promega, Mannheim) 
PRISMTM Ready Reaction DyeDeoxyTM Terminator Cycle Sequencing Kit  (Perkin Elmer, 
Boston, USA) 
Qiaquick Nucleotide Removal Kit  (Qiagen, Hilden) 
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2.1.5 Enzyme 
 
Folgende Enzyme wurden gemäß Herstellerangaben eingesetzt: 
 
T4-DNA-Ligase  (Roche, Mannheim) 
Taq DNA-Polymerase  (Hybaid, Heidelberg) 
 
Restriktionsendonucleasen wurden von den Firmen Hybaid (Heidelberg), Roche (Mannheim) 
und New England Biolabs (Frankfurt/Main) bezogen und nach Herstelleranleitung verwendet. 
2.1.6  Zytokine, Rezeptoren und chemotaktisch-wirkende Faktoren 
 
IL-6 Rekombinantes humanes IL-6 wurde nach der Methode von Arcone et al. [118] hergestellt und 
freundlicherweise von A. Küster zur Verfügung gestellt. Die spezifische Aktivität betrug 2x106 
BSF-2 (B-cell stimulatory factor-2) U/mg Protein 
sIL-6-R löslicher humaner IL-6-Rezeptor wurde nach der Methode von Weiergräber et al. [119] 
hergestellt und freundlicherweise von A. Küster zur Verfügung gestellt 
EPO human, spezifische Aktivität: 2,2x105 U/mg Protein, Roche (Mannheim) 
IL-5 human, spezifische Aktivität: 6x106 U/mg Protein, PeproTech (London, UK) 
IFNγ human, spezifische Aktivität: 2x107 U/mg Protein, PeproTech (London, UK) 
OSM murin, spezifische Aktivität: 2-9 ng/ml, R&D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt) 
FMLP N-formyl-Methionyl-Leucyl-Phenyalanin, freundlicherweise von N. Stevenson (Belfast, UK) 
zur Verfügung gestellt 
 
2.1.7  Antikörper 
 
Antikörper gerichtet gegen Eigenschaft hergestellt in bezogen von Verwendung 
HRP-konjugiert 
anti-Maus 
konstanten Bereich 
von Maus-Ig 
polyklonal Kaninchen Dako (Hamburg) WB 
HRP-konjugiert 
anti-Kaninchen 
konstanten Bereich 
von Kaninchen-Ig 
polyklonal Ziege Dako (Hamburg) WB 
HRP-konjugiert-
anti-Ziege 
konstanten Bereich 
von Ziege-Ig 
polyklonal Kaninchen Dako (Hamburg) WB 
PE-konjugiert 
anti-Maus 
 (Fab´)2Fragment Ziege Dianova (Hamburg) FACS 
pY (4G10) 
phosphorylierte 
Tyrosinreste 
monoklonal Maus Upstate (Hamburg) WB 
STAT3-pY Phosphotyrosin 705 polyklonal Kaninchen 
Cell Signaling 
(Frankfurt) 
WB 
STAT3 N-Terminus monoklonal Maus BD (Heidelberg) WB 
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Antikörper gerichtet gegen Eigenschaft hergestellt in bezogen von Verwendung 
STAT3-C20 C-Terminus polyklonal Kaninchen 
Santa Cruz 
(Heidelberg) 
WB 
STAT1-pY Phosphotyrosin 701 polyklonal Kaninchen 
Cell Signaling 
(Frankfurt) 
WB 
STAT1-E23 C-Terminus polyklonal Kaninchen 
Santa Cruz 
(Heidelberg) 
WB 
Jak1-HR785 C-Terminus polyklonal Kaninchen 
Santa Cruz 
(Heidelberg) 
WB, IP 
SOCS3-M20 C-Terminus polyklonal Ziege 
Santa Cruz 
(Heidelberg) 
WB 
SOCS3 Gesamt-Protein polyklonal Kaninchen 
J. Johnston  
(Belfast, UK) 
IP 
Flag-M2 Flag-Tag monoklonal Maus 
SIGMA 
(Taufkirchen) 
IP 
Flag-M2-Biotin Flag-Tag monoklonal Maus 
SIGMA 
(Taufkirchen) 
WB 
Streptavidin, 
HRP-konjugiert 
biotinylierte 
Proteine bzw. Ak 
  Pierce (Bonn) WB 
GFP 
GFP, YFP, CFP-
Tags 
monoklonal Maus 
Santa Cruz 
(Heidelberg) 
WB 
GFP 
GFP, YFP, CFP-
Tags 
monoklonal Maus 
Rockland 
(Gibertsville, USA) 
IP 
PE-konjugiert 
CD14 
CD14 monoklonal Maus 
SIGMA 
(Taufkirchen) 
FACS 
gp130 (BR3) 
extrazellulären Teil 
von gp130 (D2) 
monoklonal Maus 
J. Wijdenes 
(Besancon, F) 
FACS 
gp80 (BR6) 
extrazellulären Teil 
von gp80 
monoklonal Maus 
J. Wijdenes 
(Besancon, F) 
FACS 
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2.1.8 Plasmide 
 
Vektor Charakteristika bezogen von 
1) pSVL eukaryotischer Expressionvektor,  
SV-40 Promotor, PenR
Pharmacia (Freiburg) 
2) pSVL-STAT3-YFP enthält cDNA für murines STAT3,  
YFP-Tag am C-Terminus 
eigene Herstellung,  
s. 2.4 
3) pME18S-SOCS3-Flag eukaryotischer Expressionsvektor, AmpR, 
enthält cDNA für humanes SOCS3,  
Flag-Tag am C-Terminus 
J. Johnston  
(Belfast, UK) 
 
4) pME18S-SOCS3-Y204F-Flag auf (3) basierend,  
Y204 in SOCS3 durch F ausgetauscht 
J. Johnston  
(Belfast, UK) 
5) pME18S-SOCS3-Y221F-Flag auf (3) basierend,  
Y221 in SOCS3 durch F ausgetauscht 
J. Johnston  
(Belfast, UK) 
6) pME18S-SOCS3-Y204/221F-Flag auf (3) basierend, Y204 und Y221 in SOCS3 
jeweils durch F ausgetauscht 
J. Johnston  
(Belfast, UK) 
7) pEF-FlagI-mSOCS1 eukaryotischer Expressionsvektor, AmpR, 
enthält cDNA für murines SOCS1,  
Flag-Tag am N-Terminus 
R. Starr  
(Melbourne,  
Australien) 
8) pEF-FlagI-mSOCS1-T71E auf (7) basierend, T71  
in SOCS1 durch E ausgetauscht 
eigene Herstellung,  
s. 2.4 
9) pEF-YFP-Jak2JH1-WT enthält die cDNA für die Kinasedomäne 
(JH1) von Jak2, YFP-Tag am N-Terminus 
eigene Herstellung,  
s. 2.4 
10) pEF-YFP-Jak2JH1-FF auf (9) basierend, Y1007 und Y1008 in der 
JH1 jeweils durch F ausgetauscht 
eigene Herstellung,  
s. 2.4 
11) pEF-YFP-Jak2JH1-L892R auf (9) basierend,  
L892 in der JH1 durch R ausgetauscht 
eigene Herstellung,  
s. 2.4 
12) pEF-YFP-Jak2JH1-Y918R auf (9) basierend,  
Y918 in der JH1 durch R ausgetauscht 
eigene Herstellung,  
s. 2.4 
13) pEF-YFP-Jak2JH1 L892R/Y918R auf (9) basierend, L892 und Y918 in der JH1 
durch R ausgetauscht 
eigene Herstellung,  
s. 2.4 
14) pGL3α2M-215Luc enthält den Promotorbereich 
-215 bis +8 des α2M-Promotors  
fusioniert mit der kodierenden  
Sequenz der Luziferase 
pGL3 von Promega 
(Mannheim) 
15) pCH-110 (ß-Gal) Expressionsvektor für die ß-Galactosidase Pharmacia (Freiburg) 
16) pSVL-IL-5-Rα/gp130 auf (1) basierend, enthält die cDNA für den 
IL-5-Rα (extrazellulär) und für gp130 
(TM und intrazelluläreRegion),  
chimäres Rezeptorkonstrukt 
I. Behrmann (Aachen) 
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Vektor Charakteristika bezogen von 
17) pSVL-IL-5-Rß/gp130 wie (16),  
enthält jedoch IL-5-Rß (extrazellulärer Teil) 
I. Behrmann (Aachen) 
18) pSVL- IL-5-Rα/Lep-R  wie (16),  
enthält cDNA für zytoplasmatischen Teil des 
Leptin-R (lange Form) 
W. Bahrenberg 
(Aachen)  
19) pSVL- IL-5-Rß/Lep-R wie (17),  
enthält cDNA für zytoplasmatischen Teil 
Leptin-R (lange Form) 
W. Bahrenberg 
(Aachen) 
 
2.1.9 Bakterienstamm 
 
JM83 zur Klonierung verwendeter E. coli-Stamm 
2.1.10 Eukaryotische Zellen 
 
COS-7 adhärent wachsende Affennieren-Zelllinie (ATCC., CRL1651) 
HepG2 adhärent wachsende humane Hepatoma-Zelllinie (ATCC., HB 8065) 
Hek 293T  adhärent wachsende humane embryonale Nieren-Zelllinie, freundlicherweise von S. 
Pflanz (Palo Alto, USA) zur Verfügung gestellt 
2C4, 2fTGH adhärent wachsende humane Fibrosarkomzelllinien, freundlicherweise von Dr. I. M. 
Kerr (London, UK) zur Verfügung gestellt  
BA/F3 gp130/gp80 nicht adhärent wachsende IL-3-abhängige murine Prä-B-Zellen, die stabil die 
Rezeptoren gp130 und gp80 exprimieren, freundlicherweise von A. Herrmann 
(Aachen) zur Verfügung gestellt 
MEF 
 
adhärent wachsende embryonale murine Fibroblasten-Zelllinie, freundlicherweise 
von B. Neel (Boston, USA) zur Verfügung gestellt 
MEF EPO-R/gp130 6Y MEF-Zellen, die den chimären Rezeptor aus EPO-R (extrazellulärer Teil) und gp130 
(zytoplasmatischer Teil) stabil exprimieren, alle Tyrosine im zytoplasmatischen Teil 
vorhanden (6Y), freundlicherweise von R. Sobota (Aachen) zur Verfügung gestellt  
MEF EPO-R/gp130 
YF4Y 
MEF-Zellen, die den chimären Rezeptor aus EPO-R (extrazellulärer Teil) und gp130 
(zytoplasmatischer Teil) stabil exprimieren, Tyrosin 759 im zytoplasmatischer Teil 
nach Phenylalanin mutiert (YF4Y), freundlicherweise von R. Sobota zur Verfügung 
gestellt  
MEF EPO-R/gp130 
YY4F 
MEF-Zellen, die den chimären Rezeptor aus EPO-R (extrazellulärer Teil) und gp130 
(zytoplasmatischer Teil) stabil exprimieren, die vier Membran-distalen Tyrosine 
wurden nach Phenylalanin mutiert (YY4F), freundlicherweise von R. Sobota zur 
Verfügung gestellt  
Monozyten/Makrophagen primäre humane Zellen, isoliert aus frischen buffy coats (s. 2.5.3) 
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2.2 Molekularbiologische Methoden und allgemeine Klonierungs-
 techniken 
2.2.1 Kultivierung und Lagerung von Bakterienkulturen 
 
Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in LB-Medium in einem Schüttelinkubator bei 200 
Upm bzw. auf LB-Agar (1,5%) in Gegenwart von 100 µg Ampicillin/ml bei 37°C. Eine 
Langzeitaufbewahrung erfolgte in LB-Medium mit 15% Glycerin bei -80°C. 
 
LB-Medium:     5 g/l  NaCl 
     5  g/l  Hefeextrakt (Difco, Detroit, USA) 
   10  g/l  Bactotrypton (Difco, Detroit, USA) 
   10 mM Tris/HCl pH 8.0 
     1  mM MgSO4 
2.2.2 Herstellung kompetenter Zellen 
 
Aus einer 50 ml Übernachtkultur wurden 500 ml LB-Medium mit Bakterien zu einer OD600 
von 0,02 angeimpft. Unter Schütteln wurden die Bakterien bis zum Erreichen einer OD600 von 
0,6 bei 37°C inkubiert. Je 50 ml der Bakteriensuspension wurden 10 min mit 3.000 Upm bei 
4°C sedimentiert. Das Bakteriensediment wurde in 5 ml kaltem TSB-Puffer (pro 50 ml 
Bakteriensuspension) vorsichtig resuspendiert und nachfolgend 10 min auf Eis inkubiert. In 
500 µl-Aliquots wurden die kompetenten Bakterien bei -80°C eingefroren. 
 
TSB-Puffer:   10 %  PEG (w/v) 
     5 % DMSO 
   10 mM MgSO4 
    10 mM MgCl2 
2.2.3 Transformation von Bakterien 
 
100 µl der kompetenten Bakterien wurden mit 1 ng Plasmid-DNA bzw. 5 µl eines 
Ligationsansatzes versetzt und 20 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte eine 
Inkubation bei 42°C für 2 min. Nach erneutem Abkühlen der Bakterien wurden diese in 0,9 
ml LB-Medium aufgenommen und 45 min bei 37°C inkubiert. Die Bakterien wurden 
sedimentiert, in 100 µl LB-Medium resuspendiert und auf LB-Agarplatten mit den geeigneten 
Antibiotika ausplattiert. Die Agarplatten wurden über Nacht bei 37°C inkubiert und 
nachfolgend die gewachsenen Bakterienkolonien analysiert. 
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2.2.4 Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen Maßstab 
 
Plasmid-DNA zur Analyse transformierter Bakterien und zur Sequenzierung wurden aus 3 ml 
Übernachtkulturen nach Herstelleranleitung mit Hilfe eines Mini-Plasmidpräparationskits 
(Qiagen, Hilden) isoliert. 
2.2.5 Isolierung von Plasmid-DNA im großen Maßstab 
 
Um Plasmid-DNA im präparativen Maßstab (50-500 µg) zu erhalten, wurden Übernacht-
kulturen von 150-500 ml mit Hilfe von Midi- bzw. Maxi-Plasmidpräparationskits (Qiagen, 
Hilden) nach Herstelleranleitung aufgearbeitet. Die isolierte DNA wurde in 10 mM Tris/HCl, 
pH 8.5 aufgenommen.  
2.2.6 Quantitative Bestimmung von Nukleinsäuren 
 
Die quantitative Bestimmung der DNA erfolgte photometrisch in einem UV-Spektro-
photometer (Pharmacia, Freiburg) über die OD260. Eine Extinktion E260 = 1,0 entspricht einer 
Konzentration von 50 µg doppelsträngiger DNA/ml. Die Reinheit der Nukleinsäure-
präparationen wurde mit Hilfe des Quotienten E260:E280 gemessen, der bei 1,8 - 2,0 liegen 
sollte. 
2.2.7 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen 
 
Die enzymatische Restriktion von DNA erfolgte nach Standardvorschriften, wobei die 
Empfehlungen der Enzymhersteller berücksichtigt wurden. Die Inkubationszeiten betrugen 
bei präparativen Ansätzen 1 bis 3 h.  
2.2.8 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Agarosegelelektrophorese 
 
Nach der enzymatischen Spaltung wurden die Größen der DNA-Fragmente über ihre 
gelelektrophoretischen Mobilitäten ermittelt. Die Restriktionsansätze wurden mit 1/6 des 
Volumens 6 x DNA-Probenpuffer versetzt und auf ein Agarosegel (1% SeaKem-LE-Agarose, 
Biozym, Hameln) geladen. Der Agarose wurden 0,1 µg/ml Ethidiumbromid zugesetzt, 
wodurch die DNA-Banden unter UV-Licht sichtbar wurden und eine grobe Abschätzung der 
DNA-Mengen aufgrund der Fluoreszenzintensitäten der Banden erfolgen konnte. Für die 
Elektrophorese wurde 1 x TAE-Puffer als Laufpuffer verwendet, dem ebenfalls 0,1 µg/ml 
Ethidiumbromid zugegeben wurde.  
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6 x DNA-Probenpuffer:   15 %  Ficoll400 
   0,25  %  Bromphenolblau 
   0,25 %  Xylencyanolblau 
 
1 x TAE   0,04 M  Tris-Base 
   1,1 M EDTA 
   32 mM Essigsäure 
2.2.9 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
 
Die nach Restriktion erhaltenen und im Agarosegel aufgetrennten DNA-Fragmente wurden 
mit Hilfe des QiaexII-Gel-Extraktionskits (Qiagen, Hilden) nach Herstellerprotokoll aus der 
Gelmatrix isoliert und in 10 mM Tris/HCl, pH 8.5 aufgenommen. 
2.2.10 Ligation von DNA-Fragmenten mit überhängenden Enden 
 
Zur Bestimmung der Menge an einzusetzender DNA wurde die Konzentration von Vektor- 
und Insert-DNA aus dem Gel abgeschätzt und das molare Verhältnis bp Vektor : bp Insert 
bestimmt. Für die Ligationsansätze wurden Vektor und Insert in einem Verhältnis 1:3 
eingesetzt. 
 
Pipettierschema:     x  µl Vektor 
     x µl Insert 
     2  µl 10 x Puffer 
     1  µl T4-Ligase 
ad   20  µl Wasser 
 
Die Ansätze wurden für 2 h bei 37°C oder über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. 
 
10x Ligasepuffer:  440 µl  1    M  Tris, pH 8.0 
220 µl  1    M Tris, pH 7.4 
200 µl  0.5 M DTT 
100 µl  1    M MgCl2
  50 µl  0.2 M ATP 
    1 µl BSA (50 mg/ml) 
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2.2.11 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 
 
Punktmutationen oder Restriktionsschnittstellen wurden mit Hilfe der Polymerase-Ketten-
Reaktion [120] in DNA-Fragmente eingefügt, bevor sie in die entsprechenden Vektoren 
kloniert wurden. Die Primer wurden von der Firma MWG (Ebersberg) bezogen.  
 
Pipettierschema:   50 ng  DNA-Matrize 
   50 pM  Primer I 
   50 pM  Primer II 
     0,33 mM dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 
     5 µl 10xTaq-Puffer  
     2 µl  DMSO 
     0,6 µl  Taq-Polymerase 
   22,4 µl  Wasser (Merck; Darmstadt) 
 
PCR-Bedingungen: 30 Zyklen Denaturierung:   96°C,   30 sec 
 Hybridisieren:    45°C,   60 sec 
 Verlängerung:    72°C, 120 sec 
2.2.12 Automatische Sequenzierung 
 
Das Prinzip der automatischen Sequenzierung nach Sanger [121] beruht auf dem Einbau 
fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide in ein DNA-Molekül durch Polymerase-Ketten-
Reaktion, was zum statistischen Kettenabbruch führt. So entstehen verschieden lange 3’-
fluoreszensmarkierte Produkte, die durch anschließende Anregung und Detektion nach ihrer 
Größe aufgetrennt werden.  
Zur Präparation der DNA-Proben diente das PRISM Ready Reaction DyeDeoxy Terminator 
Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer, Boston, USA).  
 
Die PCR wurde wie folgt angesetzt: 
 
Pipettierschema:      4  µl  Terminator-Premix 
     1,0 µg  DNA-Matrize 
 3-10 pmol  Primer 
  ad       20 µl  Wasser (Merck, Darmstadt) 
 
PCR-Bedingungen (25 Zyklen): Denaturierung:   96°C   20 sec 
 Hybridisieren:    48°C   40 sec 
 Verlängerung:    60°C   20 sec 
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Nach der Amplifikation wurde die DNA mit 10 µl 3 M Na-Acetat (pH 5.2) und 250 µl 100%-
igem Ethanol bei 4°C, 20 min zentrifugiert und dabei gefällt. Das DNA-Sediment wurde mit 
70%-igem Ethanol gewaschen, getrocknet und anschließend in 3,4 µl deionisiertem 
Formamid und 0,6 ml EDTA (50 mM, pH 8.0) resuspendiert. Die Sequenzierung erfolgte mit 
einem ABIprism Sequenzierer, Modell 310 (Applied Biosystems).  
 
2.4 Generierung neuer DNA-Konstrukte 
2.4.1 Herstellung von pSVL-STAT3-YFP  
 
Zur Herstellung eines STAT3-Konstruktes, das am C-Terminus mit einem YFP (yellow 
fluorescent protein) -Tag fusioniert werden sollte (Nr. 2, s. 2.1.8), wurde die cDNA von 
murinem STAT3 mit zwei Primern mittels PCR amplifiziert. Dabei wurden eine XhoI- und 
eine BstEII-Schnittstelle eingefügt sowie das Stop-Codon in der STAT3-DNA entfernt. Das 
PCR-Produkt wurde in das Expressionsplasmid pSVL-gp130-YFP kloniert. Durch den 
Gebrauch der Restriktionsschnittstellen XhoI und BstEII wurde die DNA von gp130 durch 
die des STAT3 ersetzt.  
 
Primer:  sense: 5’-CAAGCTCGAGATGGCTCAGTGGAACCAGCTGCAG-3’ 
                                 XhoI                                    STAT3 
  antisense 5’-GTGTGAGGTGACCACATGGGGGAGGT-3’ 
                                                                  BstEII                          STAT3 
2.4.2 Herstellung von pEF-FlagI-mSOCS1-T71E  
 
Zur Herstellung der SOCS1-ESS-Mutante (Nr. 8, s. 2.1.8) wurde durch PCR die kodierende 
Sequenz für das Threonin 71 (ACC) gegen die Sequenz GAG, die für Glutaminsäure kodiert, 
ausgetauscht. Über die Schnittstellen der Enzyme Van91L und NotI wurde die amplifizierte 
mutierte SOCS1-cDNA in den Expressionsvektor pEF-FlagI-mSOCS1 kloniert. Die nicht-
mutierte DNA-Sequenz wurde dabei durch die mutierte ersetzt. 
2.4.3 Herstellung von pEF-YFP-Jak2JH1-Konstrukten 
 
Um ein YFP-Tag an den N-Terminus der Jak2JH1 zu fusionieren und das Konstrukt pEF-
YFP-Jak2JH1 (Nr. 9, s. 2.1.8) herzustellen, wurde eine Umklonierungsstrategie gewählt. 
Dazu wurde die cDNA von Jak2JH1 aus dem Vektor pCDNA3-GST-Jak2JH1 mit den 
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Enzymen BamHI und NheI ausgeschnitten und in den Vektor pEF-YFP-Jak2 kloniert. Die 
cDNA von Jak2 wurde dabei durch die von Jak2JH1 ersetzt. 
 
Die Herstellung des Konstrukts pEF-YFP-Jak2JH1-FF (Nr. 10, s. 2.1.8) erfolgte durch die 
gleiche Umklonierungsstrategie. Die cDNA von Jak2JH1-FF in der die Tyrosine 1007 und 
1008 jeweils durch Phenylalanin ausgetauscht waren, wurde aus dem Vektor pCDNA3-GST-
Jak2JH1-FF mit den Enzymen BamHI und NheI ausgeschnitten und in den Vektor pEF-YFP-
Jak2 kloniert. 
 
Die Mutationen L892R, Y918R und L892R/Y918R (Nr. 11, 12 und 13, s. 2.1.8) in der cDNA 
von Jak2JH1 wurden jeweils über Fusions-PCR eingefügt. Dabei wurde die kodierende 
Sequenz für das Leucin (CTC) und die für das Tyrosin (TAC) in die für Arginin (CGA) 
ausgetauscht. Wiederum wurden die Fragmente über die Schnittstellen der Enzyme BamHI 
und NheI in den Vektor pEF-YFP-Jak2 kloniert und die cDNA von Jak2 durch die der 
mutierten Jak2JH1-cDNA-Fragmente ausgetauscht. 
 
2.5 Zellbiologische Methoden 
2.5.1 Nährmedien und Lösungen für die Zellkultur 
 
DMEM Flüssigmedium mit 4,5 g Glukose/l (Gibco, Karlsruhe) 
DMEM/NUT-MIX-F12 Flüssigmedium (Gibco, Karlsruhe) 
FKS; mycoplasmenfreies fötales Kälberserum (Seromed, Wien, Österreich) 
Penicillin / Streptomycin (Gibco, Karlsruhe) 
Trypsin (0,05%) / EDTA (0,02%) -Lösung (BioWhittaker, Verviers, Belgien)  
Neomycin (SIGMA, Taufkirchen) 
Geneticin (G418) (SIGMA, Taufkirchen) 
 
PBS: 200 mM  NaCl 
     2,5 mM  KCl 
     8,0 mM  Na2HPO4 
     1,5 mM  KH2PO4 
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2.5.2 Kultivierung eukaryotischer Zellen 
 
Die Zelllinien COS-7, 293T, 2C4, 2fTGH und MEF wurden in DMEM kultiviert; HepG2-
Zellen in DMEM/F12. Allen Medien wurde 10% FKS sowie 60 mg Penicillin/l und 100 mg 
Streptomycin/l zugesetzt. Die BA/F3 gp130/gp80 Zellen wurden in DMEM kultiviert, das 
zusätzlich 5% konditionierten, IL-3 enthaltenden BPV-mIL-3 Kulturüberstand und Geneticin 
(G418, 0,5 mg/ml) enthielt. Dem Medium zur Kultivierung der stabil transfizierten MEF-
Zellen wurde 0,5 mg/ml Neomycin zur dauerhaften Selektion zugefügt. Die Zellen wurden 
bei 37°C in einer wassergesättigten Atmosphäre bei 5% CO2 inkubiert. Zur Subkultivierung 
wurden die Zellen nach Waschen mit PBS mittels Trypsin/EDTA-Lösung von den 
Kulturschalen abgelöst. Für die Langzeitlagerung wurden die eukaryotischen Zellen in 
Kulturmedium nach Zusatz von 10% DMSO und insgesamt 20% FKS bei -80°C eingefroren 
und bei -196°C in flüssigem Stickstoff aufbewahrt.  
2.5.3 Isolierung und Kultivierung primärer humaner Blutmonozyten aus buffy coats 
Verbrauchsmaterialien 
Lymphoflot (Biotest) oder Nycoprep (Progen, Heidelberg) 
Spinner-Medium (SIGMA, Taufkirchen) 
10 x PBS 
Percoll (SIGMA, Taufkirchen) 
Humanserum (PAA, Cölbe) 
Glutamin (SIGMA Taufkirchen) 
RPMI (SIGMA, Taufkirchen) 
aqua ad injectabilia  
Ficoll/Percoll-Gradient 
Monozyten wurden mit Hilfe von 2 Gradienten aufgereinigt. Wenn nicht anders vermerkt, 
erfolgten alle Isolationsschritte bei Raumtemperatur. Zunächst wurden in einem 50 ml 
Falcon-Röhrchen 20 ml Ficoll (bzw. Lymphoflot oder Nycoprep) vorgelegt, darüber ca. 30 ml 
Blut vorsichtig geschichtet und bei 1.000 x g 25 min ohne Bremse zentrifugiert. Dieser 
Gradient beruht darauf, dass Ficoll eine höhere Dichte als Thrombozyten, Lymphozyten oder 
Monozyten und eine geringere als Erythrozyten und Ganulozyten hat. Damit entfernt man 
also die Erythrozyten und Ganulozyten, die sich auf dem Boden absetzen. In der Interphase 
des ersten Gradienten befinden sich die peripheren mononukleären Zellen (PBMC). Diese 
wurden vorsichtig in ein neues Falcon überführt und dreimal mit Spinnermedium gewaschen 
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(Zentrifugation: 300 x g, 10 min). Vor dem letzten Waschschritt wurden 500 µl 
Zellsuspension zur durchflußzytometrischen Analyse in ein FACS-Röhrchen überführt. Das 
Zellsediment wurde anschließend in 2,5 ml Spinnermedium aufgenommen und für den 
Percoll-Gradient eingesetzt werden. Dieser Gradient dient der weiteren Aufreinigung und 
Konzentration der Monozyten. Die Vorbereitung des Percoll-Gradienten erfolgte während der 
Zentrifugation des ersten Gradienten, damit er anschließend direkt zur Verfügung stand. 2,2 
ml 10 x PBS, 18 ml Spinnermedium und 19,8 ml Percoll wurden in einem Beckmann-
Zentrifugationsgefäß gemischt. Um ein Endvolumen von 35 ml zu erreichen, wurden 5 ml 
von dem Gemisch verworfen. Die Herstellung des Gradienten erfolgte durch Zentrifugation 
bei 17.000 x g für 10 min ohne Bremse. Anschließend wurde die Zellsuspension aus dem 
ersten Gradienten vorsichtig auf den Percoll-Gradient geschichtet. Durch Zentrifugation bei 
1.000 x g, 25 min, ohne Bremse reicherten sich die Monozyten in der Interphase im oberen 
Drittel an. Diese wurde entnommen (ca. 10 ml) und die Zellsuspension wie oben dreimal 
gewaschen; vor der letzten Zentrifugation wurden wieder 500 µl zur Durchflußzytometrie 
abgenommen. Die Zellen wurden anschließend in RPMI-Medium (2,5% hitzeinaktiviertes 
Humanserum, 1% Glutamin) resuspendiert und auf Kulturschalen verteilt. Nach ca. 30 min 
Inkubation bei 37°C und 5% CO2 in einer wassergesättigten Atmosphäre kam es zur ersten 
Adhärenz und es erfolgte eine „Adhärenzreinigung“, bei der noch die verbliebenen 
Lymphozyten und Thrombozyten weggewaschen wurden. Um möglichst reine Monozyten zu 
erhalten, wurden die Zellen dazu viermal mit Spinnermedium gut gewaschen. Dann wurden 
die Zellen in frischem RPMI-Medium, das 5%-7,5% Humanserum und 1% L-Glutamin 
enthielt, bei 37°C und 5% CO2 in einer wassergesättigten Atmosphäre kultiviert. Die Reinheit 
der Monozyten wurde mittels Durchflußzytometrie bestimmt (s. 2.6.6). 
LPS-freies/armes Arbeiten 
Um geringstmöglichen Kontakt der Monozyten/Makrophagen mit Lipopolysacchariden (LPS) 
zu garantieren, mussten alle Lösungen und Materialien, die mit diesen Zellen während 
Isolierung, Kultur und Stimulation in Kontakt kamen, auf LPS getestet sein. Vom Hersteller 
wurden sowohl Lösungen als auch Materialien auf LPS-getestet. 
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Die wieder verwendbaren Beckman-Zentrifugationsgefäße wurden nach gründlicher 
Reinigung wie folgt behandelt: 
 2 × waschen mit deionisiertem Wasser 
 auffüllen mit 70% Ethanol, Inkubation über Nacht 
 2 × waschen mit aqua ad injectabilia 
 autoklavieren, 15 Minuten 
 bei 70°C gut trocknen lassen 
 
Die 10 × PBS-Lösung wurde nach folgendem Protokoll hergestellt und von A. Nimmersgern 
zur Verfügung gestellt. 
 
 Reinigung des Glasbehältnisses (s. Reinigung Beckmann Röhrchen) 
 2 sterile, LPS-freie PBS Tabletten (Gibco B, Karlsruhe) auf 100 ml aqua ad injectabilia  
direkt in das gereinigte Gefäß geben 
 Gefäß zum Lösen der Tabletten 15 Minuten autoklavieren 
2.5.4 Transfektionsmethoden für eukaryotische Zellen 
DEAE/Dextran-Methode zur Transfektion von COS-7 Zellen 
Pro Transfektion wurde je nach Verwendungszweck eine kleine bzw. große Zellkulturflasche 
80-90% konfluenter Zellen eingesetzt. Jeweils 0,5 µg-2 µg DNA wurden in einem Falcon-
Röhrchen mit 2,5 bzw. 7,5 ml DMEM-Medium ohne FKS gemischt. Es wurden 20 bzw. 60 µl 
DEAE/Dextran (50 mg/ml) sowie 2 bzw. 6 µl Chloroquine (100 mM) zugegeben und erneut 
gut gemischt. Die zu transfizierenden Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und für etwa 
70-90 min mit der Transfektionslösung inkubiert, wobei der Deckel der Zellkulturflaschen 
fest verschlossen war, um einen Gasaustausch mit der Umgebung zu vermeiden. Im 
Anschluss wurden die Zellen mit PBS gewaschen, 1 min mit PBS/10% DMSO geschockt, 
erneut gründlich mit PBS gewaschen und in DMEM-Medium mit 10% FKS inkubiert. Am 
folgenden Tag wurden die Zellen je nach Bedarf passagiert und nach weiteren 24 h geerntet.  
 
Ca-Phosphat-Methode zur Transfektion von HepG2 Zellen 
Für die Transfektion wurden die Zellen bis zu einer Dichte von 30-70% auf 6-well 
Kulturschalen herangezogen und mindestens eine Stunde vor der Transfektion in DMEM-
Medium inkubiert. Für die Herstellung der Transfektionlösung wurden bis zu 20 µg DNA in 
einem Falcon-Röhrchen mit 62 µl CaCl2, 500 µl 2 x HBS und 9,5 ml DMEM-Medium 
gemischt. Es wurden 1,5 µl Transfektionslösung auf jedes Well gegeben und die Zellen damit 
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über Nacht bei 37°C und 5% CO2 in einer wassergesättigten Atmosphäre inkubiert. Am 
nächsten Tag wurden die Zellen 2 x mit PBS gewaschen und mit DMEM-F12-Medium 
versetzt.  
 
2.6 Proteinchemische und immmunologische Methoden 
2.6.1 Nachweis von Proteinen aus Zelllysaten 
Herstellung von Zelllysaten 
Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und in 200-500 µl Triton-Lysispuffer 
in Gegenwart von Proteaseinhibitoren von den Zellkulturplatten geschabt. Die Zellen wurden 
in Eppendorfgefäße überführt, 30 min auf Eis inkubiert, „gevortext“ und bei 13.000 Upm 
10 min abzentrifugiert. Der Überstand (=Lysat) wurde in ein neues Eppendorfgefäß überführt 
und die Proteinkonzentration nach Bradford bestimmt. Lysate wurden bei –20°C aufbewahrt. 
 
Triton-Lysispuffer:   20  mM  Tris/HCl, pH 7.6 
150  mM  NaCl 
  10  mM NaF 
    1 %  Triton X-100 
 
Inhibitoren:     1  mM  Na-Vanadat 
    1  mM  PMSF 
    5  mg/ml Aprotinin 
    5  mg/ml Leupeptin 
Proteinbestimmung nach Bradford  
Der quantitative Nachweis gelöster Proteine erfolgte photometrisch mit Hilfe des 
Bradfordreagenz der Firma Biorad (München) [122]. Das Reagenz, das in 5facher 
Konzentration vorlag, wurde 1 : 5 mit Wasser verdünnt. 1 ml dieses Ansatzes wurde mit 3-5 
µl der Proteinlösung gemischt, und nach einer Inkubation von 10 min erfolgte die 
photometrische Messung bei einer Wellenlänge von 595 nm. Mit Hilfe einer Eichkurve, die 
für BSA aufgestellt wurde, konnte der Faktor zur genauen Berechnung der Proteinmengen 
ermittelt werden (die Extinktion bei 595 nm von 0,063 entspricht 1 µg). 
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SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  
Proteine lassen sich mittels diskontinuierlicher SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) nach Laemmli ihrer Größe nach auftrennen [123]. Dabei liegen die Proteine 
denaturiert vor, durch das angelagerte SDS besitzen sie eine negative Nettoladung und evtl. 
vorhandene Disulfidbrücken werden durch das Mercaptoethanol reduziert. Somit ergibt sich 
als bestimmender Faktor für die elektrophoretische Beweglichkeit der Proteine deren Größe, 
die sich unter diesen Bedingungen etwa proportional zum Molekulargewicht verhält. Durch 
Fokussierung der Proteine im Sammelgel erhält man in diesem System relativ scharfe 
Proteinbanden. In der Regel wurden 10%-12%-ige Trenngele mit 3%-igen Sammelgelen 
eingesetzt. Die Elektrophorese erfolgte in einer vertikalen Flachgelkammer von Biometra 
nach Herstellerangaben. Als Größenstandard diente der Rainbow-Marker (Amersham, 
Freiburg) bzw. der Precision Plus Protein Standard (Biorad, München). 
Die entsprechenden Proben wurden in 2 x Laemmli-Probenpuffer aufgenommen und durch 
Erhitzen auf 95°C 5 min denaturiert. Unlösliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation 
(1 min, 14.000 Upm) abgetrennt. 
 
Acrylamidlösung:   22,2 %  Acrylamid 
     0,6 %  Bisacrylamid 
 
4 x Trenngelpuffer:     1,5 M  Tris/HCl pH 8.8 
     0,4 %  SDS 
 
4 x Sammelgelpuffer:     0,5 M  Tris/HCl pH 6.8 
     0,4 %  SDS 
 
10 x Laufpuffer:     0,25 M  Tris-Base pH 8.3 
     1,92 M  Glycin 
     1 %  SDS 
 
2 x Laemmli-Probenpuffer:   20 %  Glycerin 
     4 %  SDS 
 125 mM  Tris/HCl 
     2 %  Bromphenolblau 
     5 %  2-ß-Mercaptoethanol  
Western-Blot 
Die elektrophoretisch getrennten Proteine wurden mittels der semidry-Methode auf eine 
PVDF-Membran transferiert. Dazu wurde die PVDF-Membran kurz in Methanol, 5 min in 
Wasser und 15 min in Anodenpuffer II und das Gel 5 min in Kathodenpuffer inkubiert. In 
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einer „Blotting“-Kammer wurden vier in Anodenpuffer I und zwei in Anodenpuffer II 
getränkte Whatman-Filter in Gelgröße luftblasenfrei übereinander geschichtet, darauf wurden 
die PVDF-Membran, das Gel und schließlich vier in Kathodenpuffer getränkte Filter gelegt. 
Die Kammer wurde mit 1 kg Gewicht beschwert, und das „Blotten“ erfolgte für 1 h mit 0,8 
mA/cm2, wobei der Boden der Kammer die Anode und der Deckel die Kathode bildeten. Nach 
Beendigung des Blotvorganges wurde die Membran in TBS-N bei 4°C gelagert, die Detektion 
erfolgte mit dem ECL-System. 
 
Anodenpuffer I:      0,025 M  Tris-Base 
   20 %  Methanol 
 
Anodenpuffer II:     0,025 M  Tris-Base 
   20 % Methanol 
 
Kathodenpuffer:      0,40 M  6-Aminohexansäure 
   20 %  Methanol 
 
TBS-N- Puffer:      2,42 g/l  Tris-Base 
     8 g/l  NaCl 
     0,1 %  Nonidet P-40 (v/v) 
     pH 7.6 
 
Immundetektion mittels ECL 
Diese Detektionsmethode beruht auf der Freisetzung von Licht, wenn es zu einer Umsetzung 
des Substrats, das die ECL-Lösung enthält, kommt. Diese Umsetzung wird durch das Enzym 
Meerrettich-Peroxidase (HRP), mit dem der Zweitantikörper markiert ist, katalysiert. Die 
Chemilumineszenz kann mit einem Röntgenfilm detektiert werden.   
Die PVDF-Membran (Blot) wurde nach dem „Blotten“ mit 10% BSA in TBS-N für 10 min 
unter Schütteln inkubiert, um freie Bindungsstellen abzusättigen. Danach wurde das BSA 
einmal mit TBS-N weggewaschen (5 min), und die Membran mit dem Erstantikörper 
(spezifisch für das zu detektierende Protein, 1:1000 in TBS-N verdünnt) für 1h unter 
Schütteln bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C inkubiert. Anschließend wurde 
mehrfach mit TBS-N gewaschen und es folgte eine Inkubation für 30 min bei RT mit dem 
HRP-markierten Zweitantikörper. Die ECL-Detektionslösungen 1 und 2 wurden zu gleichen 
Teilen gemischt und nach erneutem Waschen wurde der Blot 1 min in der Lösung geschüttelt. 
Anschließend erfolgte die Detektion auf einem Röntgenfilm wobei die Expositionszeiten 10 
sec bis 20 min betrugen. Die Aufbewahrung des Blots erfolgte entweder in TBS-N oder 
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trocken in einer Folie. Um weitere Detektionen mit dem Blot durchzuführen, wurden die 
Antikörperkomplexe von der Membran entfernt („gestrippt“), indem sie in Stripping-Puffer 
bei 70°C für 20 min inkubiert wurde.  
Stripping-Puffer:      2 %  SDS 
100 mM 2-β-Mercaptoethanol 
2.6.2 Immun- bzw. Koimmunpräzipitation von Proteinen aus Zelllysaten 
 
Mit Hilfe der Immunpräzipitation kann ein bestimmtes Protein spezifisch aus Lysaten gefällt 
werden.  
Zelllysate wurden mit einem spezifischen Antikörper (1 µg/Ansatz), der das zu 
präzipitierende Protein erkennt, bei 4°C im Rotationsschüttler über Nacht inkubiert. 
Anschließend erfolgte eine Inkubation mit Protein-A-Sepharose (Amersham, Freiburg; 2,5 
mg/Ansatz) für 1 h ebenfalls bei 4°C unter Rotation. Durch Zentrifugation wurden die 
Sepharose und der gebundene Protein-Antikörper-Komplex sedimentiert. Nach dreimaligem 
Waschen mit Waschpuffer, der nur 0,1% des Detergenz enthielt als der verwendete 
Lysispuffer, wurde die Sepharose in 25 µl 2 x Laemmli-Puffer resuspendiert. Das gebundene 
Protein wurde durch Aufkochen bei 95°C für 5 min abgelöst. Durch SDS-PAGE, Western-
Blotting und Immundetektion konnte das präzipitierte Protein anschließend nachgewiesen 
werden. 
Auf dem gleichen System beruht die Koimmunpräzipitation, mit der Protein-Protein-
Interaktionen nachgewiesen werden können. Auch hierbei wird mit einem spezifischen 
Antikörper und der Protein-A-Sepharose ein bestimmtes Protein aus dem Lysat präzipitiert. 
Sofern eine Interaktion mit einem anderen Protein stattgefunden hat, wird dieses 
mitpräzipitiert. Die Durchführung erfolgte wie bei der Immunpräzipitation.  
2.6.3 Proteinpräzipitation mit biotinylierten Peptiden  
 
Mit Hilfe biotinylierter Peptide, können ebenfalls Proteine aus Zelllysaten präzipitiert werden. 
Die Proteine binden hierbei an die spezifische Peptid-Sequenz.  
Die biotinylierten Peptide (ca. 6 µl 0,5 mM Peptid/Ansatz) wurden zunächst 1-3 h bei 4°C im 
Rotationsschüttler an NeutrAvidin-Sepharose (Pierce, Bonn) (5 mg/100 µl) gekoppelt. Nach 
gründlichem Waschen der Sepharose mit Puffer S wurden Zelllysate, die ebenfalls in Puffer S 
hergestellt wurden, zugegeben. Die Inkubation erfolgte ca. 4 Stunden bei 4°C unter Rotation. 
Anschließend wurde wiederum gründlich mit dem Puffer S gewaschen und die Komplexe in 
25-30 µl 2 x Laemmli-Puffer aufgenommen und zur Denaturierung 5 min aufgekocht. Sofern 
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eine Interaktion zwischen der Peptidsequenz und dem Protein stattgefunden hatte, konnte das 
Protein im Präzipitat durch SDS-PAGE, Western-Blotting und Immundetektion nachgewiesen 
werden.  
 
In dieser Arbeit wurden folgende Peptide verwendet: 
 
gp130 Y759:   Biotin-ßA-TSSTVQYSTVVHSG 
 
gp130 pY759  Biotin-ßA-TSSTVQpYSTVVHSG 
 
Die biotinylierten Peptide wurden freundlicherweise von J. Schneider-Mergener (Berlin) zur 
Verfügung gestellt.  
 
Puffer S:  150 mM  NaCl 
   50 mM  Tris/HCl 
     0,1 mM  EDTA 
   10  %  Glycerin 
     0,5  % Nonidet P40 
  pH 8.0 
2.6.2 Elektro-Mobilitäts-Shift-Assay (EMSA) 
 
In einem EMSA kann die Bindung von Transkriptionsfaktoren an bestimmte DNA-Sequenzen 
nachgewiesen werden. Dazu werden die aktiven Transkriptionsfaktoren mit einer radioaktiv-
markierten DNA-Sonde inkubiert und die Komplexe auf einem nativen Gel aufgetragen. In 
einer Autoradiographie kann anschließend der Komplex aus Transkiptionsfaktor und DNA 
nachgewiesen werden.  
Herstellung von Kernextrakten 
Die Kernextraktion erfolgte wie beschrieben [124]. Bei dieser Methode werden die Zellen mit 
einem hypotonen Puffer A, mit dem die Zellkerne noch intakt bleiben, aufgeschlossen. 
Anschließend werden die Zellkerne mit einem Hochsalz-Puffer C aufgebrochen.  
Nach Stimulation der Zellen wurden diese mit PBS gewaschen, von der Platte abgeschabt und 
in einem Eppendorf-Reaktionsgefäß durch Zentrifugation sedimentiert. Dann erfolgte eine 
Inkubation der Zellen in 100-200 µl Puffer A auf Eis (10 min). Nach dem Aufquellen der 
Zellen in hypotonem Puffer wurden sie mechanisch durch „vortexen“ (10 sec) aufgebrochen 
und erneut zentrifugiert. Das Sediment wurde in 50 µl Puffer C aufgenommen und 20 min auf 
Eis inkubiert. Die kernproteinhaltige Fraktion lässt sich nach Zentrifugation (2 min, 14.000 
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Upm) mit dem Überstand abnehmen. Der Proteingehalt in den Kernextrakten wurde 
nachfolgend mit dem Biorad-Protein-Assay nach Bradford bestimmt.  
 
 
 
Puffer A:   10 mM  Hepes-KOH pH 7.8 
      1,5 mM  MgCl2 
    10 mM  KCl 
      0,5 mM  DTT 
      0,2 mM  PMSF 
      1 mM  Na3VO4 
 
Puffer C:    20 mM  Hepes-KOH pH 7.8 
      1,5 mM  MgCl2 
  420 mM  NaCl 
      0,2 mM  EDTA 
    25 %  Glycerin (v/v) 
      0,5 mM  DTT 
      0,2 mM  PMSF 
Radioaktive Markierung doppelsträngiger DNA-Sonden 
Die radioaktive Markierung doppelsträngiger DNA erfolgte durch Auffüllen 5'-überhängender 
Enden mit dem Klenow-Enzym. Dabei wurde [32P]dATP zur Markierung eingesetzt. Nach 
einer 30 minütigen Inkubation des Reaktionsansatzes bei 37°C wurden die freien Nukleotide 
mit Hilfe des Qiaquick Nucleotide Removal Kits der Firma Qiagen (Hilden) entfernt. Die 
gebundene Radioaktivität wurde im β-Counter bestimmt. 
 
Markierungsansatz:     2,5  pM  DNA  
     6  µl  10x Restriktionspuffer M (Boehringer Mannheim) 
     1  µl  dCTP (0,5 mM), dGTP (0,5 mM), dTTP (0,5 mM) 
   45,5  µl  Wasser 
     2  µl  [32P]dATP 
     2,5  µl  Klenow-Enzym (5U) 
 
Zur Bestimmung der STAT-Aktivierung in Kernextrakten wurde eine radioaktiv markierte 
doppelsträngige m67SIE-DNA-Sonde verwendet. Es handelt sich dabei um eine synthetische 
DNA-Sequenz, die das sis-induzierbare Element (SIE) des humanen c-fos-Promotors enthält. 
Die Sequenz enthält eine Mutation (m67), so dass STAT-1 und STAT-3 mit gleich hoher 
Affinität binden können. 
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m67SIE: 5'-GATTGACGGGAACTG-3' (die STAT-Bindungsregion ist unterstrichen) 
EMSA 
3-5 µg der entsprechenden Kernextrakte wurden zur Ermittlung der STAT-Aktivität mit 
9,5 µl Reaktionsgemisch und 10.000 cpm der radioaktiven m67SIE-Sonde 10 min bei RT 
inkubiert. Dabei erfolgte die Bindung aktivierter STAT-Faktoren an die DNA-Sonde. Für 
„Supershift“-Kontrollexperimente wurden zu dieser Inkubation spezifische Antikörper 
gegeben, die an das zu untersuchende Protein binden. Die Protein-DNA-Komplexe wurden in 
einem 4,5%-igen nativen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die „Supershift“-Komplexe, 
bestehend aus Antikörper, Protein und DNA, wurden dabei im Gel mehr zurückgehalten als 
die Protein-DNA-Komplexe und konnten so identifiziert werden. Die Elektrophorese wurde 
mit 220 V über eine Laufstrecke von insgesamt 20 cm durchgeführt. Der verwendete 
Laufpuffer, der eine nur sehr geringe Salzkonzentration besitzt, wurde mit Hilfe einer Pumpe 
kontinuierlich bis zum Erreichen einer Lauffront von 12 cm umgewälzt. Nach der 
Elektrophorese wurde das Gel 30 min in 10% Methanol/10% Eisessig fixiert und unter 
Vakuum bei 80°C getrocknet. Die Protein-DNA-Komplexe konnten mit Hilfe der 
Autoradiographie sichtbar gemacht werden. 
 
Reaktionsgemisch:     4  µl  Gelshiftpuffer 5x  
     0,1  µl  DTT 1 M  
     0,2  µl  PMSF 200 mM  
     1  µl  Poly (dI-dC) (1 mg/ml) 
     2  µl  BSA (10 mg/ml) 
ad     9,5  µl  Wasser 
 
5 x Gelshiftpuffer:   50  mM  Hepes-KOH pH 7.8 
     5  mM  EDTA 
   25  mM  MgCl2 
   50 %  Glycerin (v/v) 
 
Gellösung:     6,75  ml  Acrylamidlösung (40:2) 
     4,5 ml  Glycerin (99%) 
     3  ml  5 x TBE 
   45  ml  Wasser 
 400  µl  APS (10%) 
   40  µl  TEMED 
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TBE:   54  g  Tris/Base 
   27,5  g  Borsäure 
   20  ml  EDTA 0,5 M  
 ad 1000  ml  Wasser; pH 8.3 einstellen 
2.6.5 Pulse-chase Experiment 
 
Pulse-chase Experimente können zur Bestimmung der Halblebenszeit von Proteinen genutzt 
werden. 
Zellen wurden 24 h nach der Transfektion auf einer 6-well Kulturschale ausgesät und nach 
wiederum 24 h in Minimalmedium (ohne Methionin und Cystein, 0,2% BSA, 10mM Hepes, 
ICN, Eschwege) für 30-45 min gehungert. Anschließend erfolgte die Inkubation der Zellen 
für 15 min in Minimalmedium, das 100 µCi Tran-S35-Label/ml (ICN, Eschwege) enthielt. 
Durch diesen pulse wurden die Aminosäuren Methionin und Cystein in neu synthetisierten 
Proteinen radioaktiv-markiert. Die Zellen wurden dann 2 x mit PBS gewaschen und in 
DMEM/FKS-Medium für verschiedene Zeitpunkte inkubiert (chase), mit kaltem PBS 1 x 
gewaschen und in Triton-Lysispuffer lysiert. Das zu untersuchende Protein wurde in einer 
Immunpräzipitation aus den Lysaten gefällt und auf einem SDS-PAA-Gel aufgetrennt. Das 
Gel wurde in 40% Methanol und 10% Eisessig fixiert (30 min), mit Wasser gewaschen (30 
min) und in Na-Salicylat (30 min) inkubiert. Anschließend wurde es getrocknet und das 
präzipitierte, radioaktiv-markierte Protein konnte mittels Autoradiographie nachgewiesen 
werden.  
2.6.6 Durchflußzytometrie 
 
Die Bestimmung der Oberflächenexpression von Transmembranproteinen wurde mit Hilfe der 
Durchflußzytometrie durchgeführt 
Adhärente humane primäre Makrophagen wurden durch eine 10 minütige Inkubation mit 
Accutase (PAA, Cölbe) bei 37°C von den Kulturschalen abgelöst und in FACS-Röhrchen 
überführt, während nicht-adhärente Zellen direkt in die Röhrchen überführt wurden. Die 
Zellen wurden sedimentiert und der Überstand verworfen. 5 x 105 bis 1 x 106 Zellen wurden 
in 100 µl Waschpuffer mit 0,1 µg eines spezifischen Antikörpers resuspendiert und für 20-30 
min auf Eis inkubiert. Zellen wurden mit 3 ml Waschpuffer gewaschen und zur Detektion des 
an die Zellen gebundenen Antikörpers mit einer Suspension aus 100 µl Waschpuffer mit 1 µl  
R-Phycoerythrin-konjugierten Zweitantikörper für weitere 20-30 min in Dunkelheit bei 4°C 
inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die Zellen in 400 µl Waschpuffer resuspendiert. 
Die Analyse von 104 Zellen erfolgte durchflußzytometrisch in einem FACSCalibur von 
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Becton Dickinson mit einem 488 nm Argonlaser. Die Cellquest-Software diente zur 
Auswertung der Messungen. 
 
Waschpuffer     5 %  FKS 
     0,1 %  Na-Azid 
   in PBS 
 
Mit Hilfe des FACS-Geräts konnten auch Zellen aufgrund ihrer Größe und Granularität 
unterschieden werden. Dazu wurden 500 µl einer ungefärbten Zellsuspension direkt in FACS-
Röhrchen überführt. Eine dot-Blot-Darstellung mit den Parametern FSC-H und SSC-H führte 
zur Unterscheidung der größeren, granulären Zellen von den kleineren, weniger granulären 
Zellen. Dabei korrelierte die Größe mit dem Parameter FSC-H (forward-scatter) und die 
Granularität mit dem Parameter SSC-H (sideward-scatter). 
 
2.7 Reportergen-Assay 
Die Analyse genregulatorischer Eigenschaften von Proteinen kann mittels Reportergen-
Assays durchgeführt werden.  
Das Reportergenkonstrukt bestand zum einen aus der Promotorsequenz des α2M-Promotors, 
der zwei Bindungsstellen für den Transkriptionsfaktor STAT3 enthält und zum anderen aus 
der kodierenden Sequenz der Luziferase, deren Induktion mit Hilfe des Luziferase-Assay-Kits 
(Promega, Mannheim) nach Herstellerangaben im Luminometer gemessen wurde.  
HepG2-Zellen wurden neben dem Reportergenkonstrukt pGL3α2M-215Luc (5-6 µg) und den 
zu untersuchenden DNA-Konstrukten zusätzlich mit einem Kontrollplasmid pCH-110 (1,5 
µg), das für die ß-Galactosidase kodiert, transient transfiziert (Ca-Phosphat-Methode). Nach 
24 h wurden die Zellen über Nacht mit den entsprechenden Zytokinen stimuliert und mit dem 
Reporterlysispuffer (Promega, Mannheim) behandelt. Neben dem Luziferase-Assay wurde 
zum Angleichen unterschiedlicher Transfektionseffizienzen die ß-Galactosidase-Aktivität 
gemessen. Dazu wurden 100 µl der Zelllysate mit 500 µl β-GAL-Mix und 100 µl ONPG 
gemischt. Als Kontrolle wurde eine Probe verwendet, die anstatt Zelllysat 100 µl Lysispuffer 
enthielt. Die Reaktion wurde für 30-60 Minuten bei 37°C gestartet und nach einer sichtbaren 
Gelbfärbung der Proben mit 250 µl 1 M Na-Carbonat gestoppt. Bei 420 nm konnte der  
Umsatz von Ortho-Nitrophenyl-galactopyranosid (ONPG) zu Ortho-Nitrophenol gemessen 
werden.  
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β-GAL-Mix:    60  mM  Na2HPO4
   40  mM  NaH2PO4
     1 mM  KCl 
     1 mM MgCl2
     3,8 µl/l  β-Mercaptoethanol 
 
ONPG:     1 mg/ml 2-Nitrophenyl-β-D-galactopyranosid 
 
2.8 Migrationsassay 
Die Migration von Makrophagen wurde in einem modifizierten Boyden-Kammer-System 
analysiert. Das Prinzip beruht darauf, dass Zellen in einen Einsatz, der in einer 
Zellkulturschale hängt, ausgesät werden und durch die poröse Membran des Einsatzes 
wandern. Nach 3-4 h befinden sich die Zellen auf dem Boden der Zellkulturschale und 
können ausgezählt werden.  
Die verwendeten Einsätze waren Transwells aus einer Polycarbonatmembran mit 8 µm 
großen Poren für 24-Lochplatten von Corning Costar, Bodenheim. Vor dem Experiment 
wurden diese mit humanem Fibronektin  (10 µg/cm2) aus Plasma (BD, Biosiences, 
Heidelberg) beschichtet. Makrophagen wurden mittels Trypsin von den Kulturschalen gelöst 
und in einer Dichte von 1 x 105 Zellen/100 µl Medium (RPMI ohne Humanserum) in die 
Einsätze gegeben. In dem „Well“, in dem die Einsätze hingen, befanden sich 800 µl RPMI-
Medium ohne Humanserum. Nach einer Inkubation der Zellen bei 37°C und 5% CO2 für 30 
min sollten diese eine dichte Schicht in den Einsätzen über den Poren gebildet haben. Dann 
wurden die Einsätze mit den Zellen in „Wells“ mit FMLP-haltigem (10 ng/ml) Medium 
überführt. Nach 4 h konnten die migrierten Zellen am Boden der „Wells“ der 24-Lochplatte 
ausgezählt werden.  
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3 Ergebnisse 
3.1 Untersuchungen zur IL-6-Signaltransduktion während der 
 Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen 
 
Interleukin-6 ist nicht nur ein wichtiges Sekretionsprodukt von Makrophagen, das als pro-und 
anti-inflammatorisches Zytokin direkt an der Immunantwort beteiligt ist, sondern auch ein 
Differenzierungsfaktor für Makrophagen. So wurde kürzlich beschrieben, dass IL-6 und  
M-CSF eine bedeutende Rolle bei der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen 
spielen; gleichzeitig wird die Differenzierung zu dendritischen Zellen gehemmt [18, 19].  
Die IL-6-Signaltransduktion während der Differenzierung von Makrophagen wurde noch 
nicht genau untersucht. Es wurde allerdings beobachtet, dass sich die IL-6-induzierte STAT-
Aktivierung in primären Blutmonozyten und den aus diesen hervorgehenden Makrophagen 
unterschied [117]. Im Folgenden sollte die Signaltransduktion nach IL-6-Stimulation während 
der Differenzierung von primären humanen Monozyten zu Makrophagen näher untersucht 
werden.  
 
3.1.1 Isolation primärer humaner Monozyten aus buffy coats 
 
Die Isolation primärer humaner Monozyten erfolgte aus frischen buffy coats über 2 
Gradienten. Der Ficoll-Gradient entfernte Erythrozyten und Granulozyten, während der 
Percoll-Gradient zur weiteren Aufreinigung und Konzentration der Monozyten gegenüber den 
ebenfalls verbliebenen Lymphozyten diente. Aufgrund ihrer unterschiedlichen Größe und 
Granularität lassen sich Monozyten von Lymphozyten unterscheiden. Um zu überprüfen wie 
erfolgreich die Aufreinigung der Monozyten war, erfolgte eine Charakterisierung der 
isolierten Zellen mittels Durchflußzytometrie. Die kleineren und weniger granulären 
Lymphozyten konnten von den größeren, granulären Monozyten mit den Einstellungen FSC-
H und SSC-H im FACS-Gerät unterschieden werden [125]. Während der forward-scatter 
(FSC-H) ein Maß für die Zellgröße darstellt, korreliert der sideward-scatter (SSC-H) mit der 
Zellgranularität. Im dot-Blot lassen sich somit die beiden Zellpopulationen voneinander 
unterscheiden. Abbildung 3-1 zeigt die Untersuchung von zwei Spendern (Spender A Abb. 1-
3A, Spender B Abb.1-3B). Die Lymphozyten wurden durch die Regionen R1 und R2 in Rot 
hervorgehoben und die Monozyten durch die Regionen R3 und R4 in Grün. Die Regionen R1 
und R3 stellen dabei die Zellen nach dem Ficoll-Gradienten dar, während R2 und R4 die 
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Zellen nach der Percoll-Zentrifugation repräsentieren. Der Prozentsatz der Zellen in den 
Regionen wurde mit der Cellquest-Software analysiert und ist ebenfalls in Abbildung 3-1 
dargestellt. Die Menge an Monozyten nimmt im Vergleich zu der an Lymphozyten nach dem 
Percoll-Gradienten erwartungsgemäß zu. Auffallend ist die unterschiedliche Effizienz der 
Aufreinigung bei beiden Spendern, womit bei der Isolation primärer Zellen gerechnet werden 
muss. 
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. 3-1: Überprüfung des Monozyten/Lymphozyten-Verhältnisses nach den Isolationsschritten  
ils 500 µl der Zellsuspensionen wurden nach Ficoll- bzw. Percoll-Gradienten-Zentrifugation 
Charakterisierung der Zelltypen entnommen. Die Zellen wurden ungefärbt im FACS-Gerät 
 Größe und Granularität mit den Parametern FSC-H und SSC-H nachgewiesen und im dot-
 dargestellt. Mit Hilfe der Cellquest-Software konnte der Prozentsatz der verschiedenen Zell-
ulationen ermittelt werden. R1 und R2 gibt die Population der Lymphozyten wider (rot) und 
nd R4 die Population der Monozyten (grün); wobei R1 und R3 jeweils die Zellen nach dem 
ll- und R2 und R4 nach dem Percoll-Gradienten repräsentieren. (A) Spender A  
pender B.  
ifferenzierung primärer humaner Monozyten zu Makrophagen in der Zellkultur 
enzierung von Monozyten zu Makrophagen kann in der Zellkultur „nachgestellt“ 
azu werden Monozyten nach der Isolation in RPMI-Medium, das 2,5-7% 
m enthält, kultiviert. Nach 5-7 Tagen sind die Monozyten zu Makrophagen 
rt, was sowohl morphologisch als auch anhand von bestimmten 
nmarkern nachgewiesen werden kann. Dieses Vorgehen haben wir uns im 
 zu Nutze gemacht, um die Aktivierbarkeit der primären Monozyten/Makrophagen 
 in verschiedenen Phasen ihrer Differenzierung zu untersuchen.  
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Die Monozyten wurden nach der Isolation in Kulturschalen überführt und bei 37°C inkubiert. 
Nach etwa einer halben Stunde adhärierten sie, und übrig gebliebene Lymphozyten konnten 
mit den Überständen durch mehrmaliges Waschen entfernt werden. Nach der ersten Adhärenz 
der Zellen kam es wieder zu einem Ablösen der Zellen gefolgt von einer zweiten dauerhaften 
Adhärenz, die schließlich zur Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen führte. 
Allerdings befanden sich auch an den Tagen nach der Isolation und der Adhärenzreinigung 
immer noch Zellen im Überstand. Zur Charakterisierung der Zellen, die sich am ersten Tag 
nach der Isolation in der Kultur befanden, wurden diese durchflußzytometrisch analysiert. In 
der dot-Blot-Darstellung in Abbildung 3-2A ist zu sehen, dass sowohl die adhärenten Zellen 
als auch die nicht-adhärenten Zellen nur noch aus einer Zellpopulation bestehen (vgl. Abb. 3-
1). Zur Überprüfung, dass es sich wirklich um Monozyten/Makrophagen handelte, wurde die 
Oberflächenexpression von CD14, ein typischer Oberflächenmarker von Monozyten und 
Makrophagen, untersucht. Dazu wurden die in Abbildung 3-2A untersuchten Zellen mit 
einem PE-konjugierten CD14-Antikörper gefärbt und anschließend die Oberflächen-
Expression im FACS-Gerät überprüft. Abbildung 3-2B zeigt, dass sowohl die nicht-
adhärenten Zellen als auch die adhärenten Zellen CD14-Moleküle auf ihrer Oberfläche 
exprimieren. Dies deutet darauf hin, dass sich in der Kultur zum größten Teil Monozyten 
befinden und die Lymphozyten durch die Adhärenzreinung entfernt wurden.  
 
Abb. 3-2: Analyse
An Tag 1 nach 
überführt und adh
einem Dot-Blot m
Zellen korrelliere
konjugierten CD
Expression der CDCD14-Färbung
(A)
(B)
nicht-adhärente Zellen adhärente Zellen
 
 
 der Zellen am ersten Tag nach der Isolation mittels Durchflußzyometrie
der Isolation wurden nicht-adhärente Zellen direkt in ein FACS-Röhrchen 
ärente Zellen mittels Accutase von der Platte abgelöst. (A) Die Zellen wurden in 
it den Parametern FSC-H und SSC-H, die mit Grösse und Granularität der 
n, dargestellt. (B) Die in (A) untersuchten Zellen wurden mit einem PE-
14-Antikörper gefärbt und mittels Durchflußzytometrie die Oberflächen-
14-Moleküle bestimmt.  
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In den folgenden Tagen konnten die morphologischen Veränderungen der adhärenten Zellen 
beobachtet werden, die typisch für die Makrophagen-Differenzierung sind. Abbildung 3-3 
zeigt Aufnahmen von fixierten Makrophagen an Tag 1 und Tag 4 nach ihrer Isolation. Am 
ersten Tag waren die Zellen klein und rund, während sie am vierten Tag teilweise lange 
Ausläufer bildeten und die typische „Spiegelei-Form“ zeigten. Die Größenzunahme ist in 
Abbildung 3-3B durch die Vergrößerung des Ausschnitts nochmals verdeutlicht.  
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rafische Aufnahmen von primären humanen Makrophagen an Tag 1 und Tag 4 
ion 
imäre Monozyten wurden nach der Isolation auf Glasplättchen in 24-well-Platten 
an Tag 1 bzw. Tag 4 mit 2% Paraformaldehyd fixiert. Mit einer 630fachen 
urden die Zellen mit dem Mikroskop Axiovert (CarlZeiss, Jena) mikroskopiert. 
me erfolgte mit einer CCD-Kamera (AxioCam, ZeissVision, Hallbergmoos). (B) 
usschnitt  
ermittelte STAT3-Aktivierung ist in adhärenten Makrophagen an den 
en nach der Isolation reprimiert 
 worden war, ob die primären Monozyten unter den hier angewendeten 
akrophagen differenzierten, konnte die Aktivierbarkeit der Zellen durch 
en Zeitpunkten nach der Isolation untersucht werden.  
berstand (Monozyten) als auch adhärente Zellen nach 3-4 tägiger Kultur 
gierten auf eine 15 minütige IL-6-Stimulation mit einer STAT3-
uchte man aber adhärente Zellen an Tag 0 und Tag 1, so konnte keine 
 nachgewiesen werden (Abb. 3-4). Dies wurde mit Hilfe eines Elektro-
ys (EMSA) gezeigt, in dem aktiviertes STAT3 mit einer radioaktiv-
nde assoziiert.  
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T3-Aktivierung in adhärenten und nicht-adhärenten Monozyten/Makrophagen
ulation 
tion von primären humanen Monozyten aus buffy coats, wurden diese für die
age kultiviert und mit IL-6 (20 ng/ml) für 15 min stimuliert. Nicht-adhärente Zellen
 Falcongefäß überführt und abzentrifugiert, adhärente Zellen wurden von den
abgeschabt und in ein Eppendorfgefäß überführt. Nach Herstellung von
aus den Zellen wurde ein EMSA durchgeführt. Aktiviertes STAT3, das an die
kierte DNA-Sonde gebunden hat, konnte mittels Autoradiographie detektiert 
dern wurde eine konstitutive STAT3-Aktivierung beobachtet, die sehr 
 die Sekretion autokrin-wirkender Faktoren wie zum Beispiel IL-6 
(Abb. 3-5, Spur 7). Um diese autokrine Aktivierung zu unterdrücken, 
 in einem Vergleichsexperiment 3 Stunden in RPMI-Medium ohne 
gert. Wie Spur 12 in Abbildung 3-5 zeigt, wurde nun bei diesen Spendern 
ktivierung in unstimulierten Zellen beobachtet. In diesem Experiment 
stätigt werden, dass an den ersten beiden Tagen nach der Isolation die IL-
-Aktivierung in den adhärenten Zellen reprimiert ist.  
 
 
 
  Adhärente Zellen
IL-6 - -+ + + + +
Tag 0 1 2 3 4 0 1 4
- -+ + +
nicht gehungert gehungert
? STAT3/3
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TAT3-Aktivierung in gehungerten und nicht gehungerten Zellen
Zellen wurden an den verschiedenen Tagen 3 h in Medium ohne Humanserum
Spuren 8-12) oder nicht gehungert (Spuren 1-7) bevor sie mit IL-6 (20 ng/ml) für 15
iert (Spuren 2-6 und 9-11) bzw. nicht stimuliert (Spuren 1, 7, 8, 12) wurden.
d erfolgten die Kernproteinextraktion und ein EMSA. Aktiviertes STAT3 -gebunden an
tiv-markierte DNA - konnte autoradiographisch nachgewiesen werden.   
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Um zu untersuchen, ob die verminderte DNA-Bindung von STAT3 auf einer verminderten 
Tyrosinphosphorylierung des Transkriptionsfaktors beruht, dienten im Folgenden Western-
Blot-Studien. Dafür wurden adhärente Zellen an Tag 1 und 4 nach der Isolation gehungert, 
mit IL-6 stimuliert und Zelllysate hergestellt. Nach SDS-PAGE und Western-Blotting konnte 
phosphoryliertes STAT3 hauptsächlich an Tag 4 und nur schwach an Tag1 detektiert werden 
(Abb. 3-6). Bei Spender A schien auch die Proteinmenge von STAT3 an Tag 1 geringer zu 
sein. Dies war jedoch bei anderen Spendern nicht der Fall (s. Abb. 3-6, Spender B). 
Die Beobachtung der Desensitisierung der Makrophagen auf einen IL-6-Stimulus an den 
ersten Tagen der Differenzierung konnte also ebenfalls anhand der STAT3-Phosphorylierung 
bestätigt werden. 
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-6: STAT3-Phosphorylierung nach IL-6-Stimulation in adhärenten Makrophagen  
ente Zellen wurden an Tag 1 bzw. 4 der Kultivierung 3 h gehungert bevor sie mit IL-6 [20
] für 15 min stimuliert wurden. Nach der Herstellung von Zelllysaten wurden die Proteine in
 10% SDS-PAA-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Mit spezifischen
rpern konnte phosphoryliertes STAT3 (oben) und in der Gegenfärbung unphosphoryliertes
3 (unten) detektiert werden.  
 
krophagen lassen sich in der frühen Phase ihrer Differenzierung mit IFNγ und 
LP stimulieren 
en Abschnitt wurde die Beobachtung beschrieben, dass primäre adhärente 
n in den ersten Tagen der Differenzierung nicht auf IL-6 reagieren, während 
erte Monozyten in Suspension, sowie differenzierte Makrophagen durch IL-6 
ind. Im Folgenden wurde untersucht, ob sich dieser Effekt auf die IL-6-induzierte 
ivierung beschränkt.  
n Monozyten aus dem Überstand sowie adhärente Makrophagen ein paar Stunden 
lation (Tag 0), an Tag 2 und an Tag 4 mit Interferon (IFN) γ stimuliert bzw. nicht 
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stimuliert. IFNγ ist ein Zytokin, das maßgeblich an der Immunantwort gegen Virusinfektionen 
beteiligt ist, und auf das sowohl Monozyten als auch Makrophagen reagieren. Das durch IFNγ 
aktivierte STAT1 konnte im EMSA an allen Tagen nachgewiesen werden (Abb. 3-7A).   
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 3-7: IFNγ-Stimulation von Makrophagen 
Zellen wurden an den verschiedenen Tagen für 15 min mit IFNγ [1.000 U/ml] stimuliert.
n aus dem Überstand wurden in ein Falcongefäß überführt und zentrifugiert, während
rente Zellen von der Platte abgeschabt wurden. Nach Herstellung von Kernextrakten wurde
MSA durchgeführt. Aktiviertes STAT1 wurde mittels Autoradiographie nachgewiesen. (B)
rente Zellen wurden wie in (A) stimuliert und anschließend lysiert. Gesamt-Zelllysate wurden
einem SDS-PAA-Gel aufgetrennt. Phosphoryliertes STAT1 wurde mit einem spezifischen
photyrosin-Antikörper nachgewiesen. Nach dem Strippen des Blots konnte STAT1 mit einem
ifischen Antikörper detektiert werden.  
 
 ebenfalls eine Überprüfung der STAT1-Phosphorylierung nach IFNγ mittels 
lot. Dafür wurden Zellen am ersten und am vierten Tag der Kultivierung mit IFNγ 
und lysiert. Nach der gelektrophoretischen Auftrennung der Proteine konnte 
iertes STAT1 und STAT1-Protein in der Gegenfärbung mit spezifischen 
n detektiert werden. STAT1 wurde sowohl am ersten Tag als auch am vierten Tag 
erung durch IFNγ-Stimulation phosphoryliert. Die Phosphorylierung schien an Tag 
sentlich stärker zu sein. 
mulierbarkeit der Zellen an Tag 1 nach der Isolation weiter zu analysieren, wurde 
ion als eine besondere Eigenschaft der Makrophagen in einem modifizierten 
mmer-System untersucht. Die Einsätze der Kammer wurden zunächst mit 
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Fibronektin beschichtet. Die adhärenten Makrophagen wurden von den Kulturschalen gelöst 
und in einer Dichte von 1 x 105 Zellen/100µl Medium (RPMI ohne Humanserum) in die 
Einsätze ausgesät. Nach einer halben Stunde erfolgte die Stimulation der Migration mit dem 
chemotaktisch wirkenden Peptid, N-Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenyalanin (FMLP). FMLP 
ist ein von Bakterien produziertes Peptid das phagozytische Zellen wie Neutrophile, 
Monozyten und Makrophagen aktiviert [126]. Nach 4 Stunden wurden die migrierten Zellen 
ausgezählt. Abbildung 3-8 zeigt, dass die Makrophagen am ersten Tag nach der Isolation auf 
den Stimulus im Vergleich zu unstimulierten Zellen migrierten. Bisher waren Untersuchungen 
zur Migration am vierten Tag nach der Isolation nicht erfolgreich, da die Anzahl der Zellen 
nicht ausreichte.  
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 Migration von Makrophagen am ersten Tag nach der Isolation 
n wurden von den Kulturschalen mit Trypsin abgelöst und in einer Dichte von 1x105
0 µl RPMI-Medium (ohne Humanserum) in die Einsätze der modifizierten Boyden-
 die mit Fibronektin beschichtet waren, ausgesät. Nach einer halben Stunde Inkubation
 wurde FMLP [10 ng/ml] in den unteren Teil der Kammer gegeben und dadurch die
 der Zellen durch die 8 µm großen Poren stimuliert. Nach 4h Inkubation bei 37°C
die migrierten Zellen ausgezählt. Mittelwerte und Standardabweichungen aus 3
n sind dargestellt.  
 gezeigten Ergebnissen kann zusammenfassend festgestellt werden, dass 
an Tag 1 der Kultivierung, an dem keine IL-6-induzierte STAT3-Aktivierung 
war, sowohl auf IFNγ reagierten als auch die Fähigkeit zur Migration besaßen.  
lächenexpression von gp130 und gp80 in Monozyten/Makrophagen 
 beobachtet, dass adhärente Makrophagen im frühen Stadium der 
g nicht auf IL-6 reagierten, das heißt, dass kaum eine STAT3-Aktivierung nach 
n stattfand. Dies wurde sowohl auf Ebene der STAT3-DNA-Bindung (im 
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EMSA) als auch anhand der STAT3-Phosphorylierung (in Western-Blot-Studien) gezeigt. Im 
Folgenden sollten die Ursachen dieses Phänomens untersucht werden. Es war nahe liegend 
zunächst die Oberflächenexpression der an der IL-6-Signaltransduktion beteiligten 
Rezeptoren – gp130 und gp80 (IL-6-Rα) – auf den hier untersuchten Zellen zu überprüfen. 
Die Tatsache, dass die Makrophagen an den ersten Tagen nach der Isolation nicht auf IL-6  
reagieren, könnte durch eine fehlende Rezeptorexpression zu erklären sein.  
Sowohl nicht-adhärente als auch adhärente Zellen wurden an Tag 1 und 4 der Kultivierung 
mit einem monoklonalen Antikörper gegen gp130 bzw. gp80 und anschließend mit einem PE-
konjugierten Zweitantikörper aus der Maus inkubiert. Mittels Durchflußzytometrie konnte die 
Oberflächenexpression der Rezeptoren überprüft werden. Als Negativkontrolle wurden Zellen 
nur mit dem Zweitantikörper inkubiert.  
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Abb. 3-9: Oberflächenexpression von gp130 und gp80 auf nicht-adhärenten und adhärenten 
Monozyten an Tag 1 und Tag 4 nach Isolation 
Nicht-adhärente Zellen wurden direkt in FACS-Röhrchen überführt, während adhärente Zellen 
zunächst mit Accutase von den Kulturschalen abgelöst werden mussten. Nach der Inkubation 
mit den monoklonalen Antikörpern gegen gp80 (A) und gegen gp130 (B) für 25 min erfolgte 
eine Inkubation mit einem PE-konjugierten Antikörper aus der Maus. Die 
Oberflächenexpression wurde im FACS-Gerät gemessen. Für die Negativkontrollen 
(ausgefüllte Kurven) wurden die Zellen nur mit dem Zweitantikörper inkubiert.  
bbildung 3-9 zeigt die Oberflächenexpression der Rezeptoren. Die Menge der 
berflächenexpression korreliert mit der Rechtsverschiebung der Kurven im Vergleich zu den 
ontrollansätzen. Die Oberflächenexpression des IL-6-Rα (gp80) ist bei dem hier 
ntersuchten Spender an Tag 1 sogar etwas prominenter als an Tag 4 (Abb. 3-9A). Bei 
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anderen Spendern wurde dieser Unterschied jedoch nicht beobachtet. Die 
Oberflächenexpression von gp130 ist an Tag 1 geringer als an Tag 4 (Abb. 3-9B). Aber da die 
Expression von gp130 auch auf nicht-adhärenten Zellen, die auf IL-6 reagierten, an Tag1 
vergleichbar gering war, scheint dieser Unterschied keine Erklärung für den beobachteten 
Effekt zu sein.  
 
3.1.5 Herstellung und Charakterisierung eines Fluoreszenz-markierten STAT3-
 Konstrukts: STAT3-YFP 
 
Da die subzelluläre Lokalisation von Proteinen auch einen Einfluss auf deren Aktivierbarkeit 
haben kann, war es von Interesse, die Lokalisierung von STAT3 in Makrophagen zu 
untersuchen. Indirekte Immunfluoreszenzstudien mit spezifischen Antikörpern gegen STAT3 
in primären Makrophagen erwiesen sich jedoch als schwierig. Eine Alternative hierzu sind 
Untersuchungen mit Fluoreszenz-markiertem STAT3, das im Zuge dieser Arbeit generiert 
wurde. Ein Vorteil dieses Konstruktes liegt darin, dass auch Echtzeit-Studien in lebenden 
Zellen möglich sind. Es wurde ein STAT3-Konstrukt hergestellt, das am C-Terminus mit 
einem YFP - yellow fluorescent protein – Tag fusioniert ist. Die Generierung des Konstruktes 
wurde unter 2.4.1 beschrieben. STAT3-YFP ist im Vergleich zum STAT3-Wildtyp in 
Abbildung 3-10A dargestellt. Bevor das STAT3-YFP für spezifische Fragestellungen in 
Experimenten eingesetzt wurde, war es unerlässlich zu überprüfen, ob sich getagtes STAT3 
biochemisch genauso verhält wie nicht-getagtes STAT3. Diese Kontrollen wurden im 
Rahmen dieser Arbeit durchgeführt. Abbildung 3-10 zeigt die Zusammenfassung der 
Funktionskontrollen.  
Zunächst wurden Expression und Tyrosinphosphorylierung des STAT3-YFP-Konstruktes im 
Vergleich zum Wildtyp-STAT3-Konstrukt untersucht. Dazu wurden COS-7 Zellen mit den 
Konstrukten pSVL-STAT3 bzw. pSVL-STAT3-YFP sowie pSVL-IL-5α/gp130 und pSVL-
IL-5ß/gp130 transient transfiziert. Die chimären Rezeptoren, bestehend aus dem 
extrazellulären Teil des IL-5-Rezeptors und dem zytoplasmatischen Teil von gp130, wurden 
in den Zellen zusätzlich überexprimiert, um spezifisch mit einer IL-5-Stimulation nur die 
transfizierten Zellen zu stimulieren. Nach der Inkubation mit IL-5 wurden die Zellen geerntet 
und lysiert. Gesamt-Zelllysate wurden auf einem SDS-PAA-Gel aufgetrennt und auf eine 
PVDF-Membran transferiert. In einer Immundetektion konnte tyrosinphosphoryliertes STAT3 
und, nach dem strippen des Blots, STAT3 in der Gegenfärbung nachgewiesen werden. 
Abbildung 3-10B zeigt, dass beide STAT3-Konstrukte exprimiert und nach Stimulation 
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phosphoryliert wurden. Die Expression des STAT3-YFP-Konstruktes war allerdings geringer. 
Wie erwartet lief STAT3-YFP im Gel langsamer als der Wildtyp, da das getagte Konstrukt 
30kD größer ist.  
Anschließend konnte mittels EMSA überprüft werden, ob STAT3-YFP nach Stimulation in 
den Kern transloziert und dort an Promotorelemente bindet. Diesmal wurden COS-7 Zellen 
mit den Konstrukten pSVL-leer (Negativkontrolle, mock), pSVL-STAT3 oder pSVL-STAT3-
YFP und wie oben jeweils mit den chimären Rezeptoren transfiziert. Nach Stimulation mit 
IL-5 erfolgte die Herstellung von Kernextrakten und der EMSA. Aktiviertes STAT3 
assoziierte mit der radioaktiv-markierten DNA-Sonde, was autoradiographisch nachgewiesen 
werden konnte. Um sicherzugehen, dass es sich um die zu untersuchenden Proteine handelte, 
wurden zusätzlich „Supershifts“ durchgeführt. Hierzu wurden Kernextrakte aus Zellen, 
welche 30 min stimuliert worden waren, 10 min mit einem STAT3- bzw. mit einem GFP-
Antikörper inkubiert, bevor sie auf das Gel aufgetragen wurden. (Der hier verwendete GFP-
Antikörper erkennt auch andere Varianten des fluoreszierenden Proteins, wie z.B. das YFP.) 
Die Antikörper binden spezifisch an die STAT3-DNA- bzw. STAT3-YFP-DNA-Komplexe 
wodurch diese im Gel langsamer laufen, erkennbar durch den „Supershift“. In den Spuren 1-5 
in Abbildung 3-10C wurden die Kernextrakte aufgetragen, die kein überexprimiertes STAT3 
enthielten. Diese Kontrolle zeigte, dass kein endogenes STAT3 an die DNA-Sonde gebunden 
hatte. Überexprimiertes Wildtyp-STAT3, das nach 30 und 60 min Stimulation aktiviert 
worden war, assoziierte mit der DNA-Sonde (Spuren 7 und 8), und wurde von dem STAT3-
Antikörper (Spur 9), nicht aber von dem GFP/YFP-Antikörper (Spur 10), „geshiftet“. Auch 
STAT3-YFP assoziierte mit der DNA-Sonde (Spuren 12 und 13). Wie erwartet wurde das 
Fusionsprotein mit beiden Antikörpern „geshiftet“ (Spuren 14 und 15). In diesem Experiment 
ist wiederum der Größenunterschied von 30 kDa zwischen den beiden STAT3-Konstrukten 
sichtbar. Bei allen Versuchsansätzen trat eine unspezifische Bande auf, die mit dem 
GFP/YFP-Antikörper „geshiftet“ werden konnte. Da dies auch auftrat wenn die Zellen kein 
YFP-Konstrukt exprimierten, wurde die Bande nicht weiter analysiert.  
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Abb. 3-10: Funktionskontrollen des Konstruktes STAT3-YFP 
(A) Domänenstruktur von STAT3 und STAT3-YFP. (B) Expression und Tyrosin-
Phosphorylierung von STAT3-YFP im Vergleich zu STAT3: COS-7 Zellen wurden mit jeweils 3 
µg der Konstrukte pSVL-IL-5α/gp130, pSVL-IL-5ß/gp130 und pSVL-STAT3 bzw. pSVL-STAT3-
YFP transfiziert. Nach 48h wurden die Zellen mit IL-5 (20 ng/ml) stimuliert bzw. nicht 
stimuliert, geerntet und lysiert. Gesamt-Zelllysate wurden in einem 10%-igen SDS-PAA-Gel 
aufgetrennt. Phosphoryliertes STAT3 wurde mit einem spezifischen Phosphotyrosin-Antikörper 
detektiert und nach dem Strippen wurde STAT3 mit einem spezifischen Antikörper gegen 
STAT3 nachgewiesen. (C) DNA-Bindung der STAT3-Konstrukte: Zusätzlich zu den 
Transfektionen in (A) wurde in einem Ansatz pSVL-Leervektor (mock, 3 µg) transfiziert. Nach 
48h wurden die Zellen für die angegebenen Zeiten mit IL-5 stimuliert und Kernextrakte 
hergestellt. Die Kernextrakte wurden mit einer radioaktiv-markierten SIE-DNA-Sonde (sis-
inducible element) und wenn angegeben mit einem STAT3-Antikörper bzw. GFP/YFP-
Antikörper 10 min inkubiert. Anschließend wurde ein EMSA durchgeführt. Gebundenes STAT3 
wurde autoradiographisch nachgewiesen. (D) Geninduktion durch die STAT3-Konstrukte: 
HepG2-Zellen wurden mit dem Reportergenplasmid pGL3-α2M-215Luc, pCH-110 (ß-Gal) 
und pSVL-Leervektor bzw. den STAT3-Konstrukten transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen 
über Nacht mit IL-6 (20 ng/ml) (graue Balken) stimuliert bzw. nicht stimuliert (schwarze 
Balken). Anschließend wurde ein Reportergen- und ein ß-Galactosidase-Assay durchgeführt. 
Relative Luziferase-Aktivitäten wurden gegen die ß-Galactosidase-Aktivität normalisiert. 
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei Experimenten. Der 
STAT3WT-Luziferasewert wurde hier auf 100% gesetzt. (E) Lokalisation von STAT3-YFP vor 
und nach IL-6-Stimulation: COS-7 Zellen wurden mit pSVL-STAT3-YFP transfiziert und auf 
Glasplättchen in 24-Loch-Platten ausgesät. Nach 48h wurden die Zellen für 15 min mit IL-6 
(20 ng/ml) stimuliert (rechts) bzw. nicht-stimuliert (links) und fixiert. Die Lokalisation des 
fluoreszierenden STAT3-Konstrukts wurde mit Hilfe des Laser-scanning-Mikroskops (Zeiss) 
untersucht.   
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Da im EMSA das Fusionsprotein STAT3-YFP schwächer an die DNA band, wurde zur 
Überprüfung der Bindung an Promotorelemente ein Reportergen-Assay durchgeführt. HepG2-
Zellen wurden mit einem Luziferase-Reportergenkonstrukt (pGL3α2M-215Luc), das STAT3-
Bindungsstellen aufweist, mit einem ß-Galactosidase-Konstrukt (pCH-110) zur Kontrolle der 
Transfektion und den Konstrukten pSVL-leer (mock), pSVL-STAT3 bzw. pSVL-STAT3-
YFP transient transfiziert. Abbildung 3-10D zeigt, dass in mock-transfizierten Zellen die 
Luziferase nach Stimulation durch endogenes STAT3 induziert wird. Aber sowohl 
überexprimiertes STAT3 als auch STAT3-YFP konnten diese Induktion in gleichem Maße 
steigern. Dieser Versuch zeigt, dass das getagte Konstrukt wie der Wildtyp in der Lage ist, an 
Promotorelemente zu binden und Gene zu induzieren.  
In einem letzten Kontrollexperiment wurde überprüft, ob das fluoreszierende Fusionsprotein 
STAT3-YFP auch im Fluoreszenz-Mikroskop sichtbar ist. Abbildung 3-10E zeigt Aufnahmen 
von fixierten COS-7 Zellen, in denen das STAT3-YFP exprimiert wurde. Hier ist zu sehen, 
dass das STAT3-YFP vor Stimulation homogen in der Zelle verteilt war (linkes Bild) und 
nach IL-6-Stimulation in den Kern translozierte (rechtes Bild).  
Nach der hier gezeigten erfolgreichen Überprüfung des STAT3-YFP-Konstruktes, kann 
dieses nun für weitere Untersuchungen eingesetzt werden, z.B. für Lokalisationsstudien von 
STAT3 in Makrophagen.  
 
3.2 Struktur/Funktionsuntersuchungen der Domänen von SOCS-
 Proteinen 
 
Die Aktivierung von STAT3 durch IL-6 führt unter anderem auch zur Induktion von feedback 
Inhibitoren, den SOCS-Proteinen. SOCS-Proteine sind aus verschiedenen Domänen 
aufgebaut, die wesentlich zur Funktion der Proteine beitragen (s. Abb. 1-5). So wird der C-
terminalen SOCS-Box eine Rolle bei der Ubiquitin-vermittelten Degradation von 
Interaktionspartnern, sowie den SOCS-Proteinen selber zugeschrieben [102, 110]. Des 
Weiteren wird berichtet, dass zwei Tyrosine in der SOCS-Box von SOCS3 nach IL2, EPO, 
EGF und PGDF phosphoryliert werden [114]. In der vorliegenden Arbeit wurde in Abschnitt 
3.2.1 untersucht, ob auch eine IL-6-Stimulation zur Phosphorylierung von SOCS3 führt und 
welche Bedeutung diese posttranslationale Modifikation hat. 
In Abschnitt 3.2.2 stehen die Domänen ESS (Extended SH2 Subdomain) und KIR (Kinase 
Inhibitory Region) im Mittelpunkt der Untersuchungen. Hier wurde basierend auf 
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Strukturvorhersagen die Funktion dieser Domänen im Hinblick auf den Hemmungs-
Mechanismus von SOCS1 näher charakterisiert.  
 
3.2.1 Untersuchungen zur Tyrosinphosphorylierung von SOCS3 nach IL-6-Stimulation 
 und zur Bedeutung dieser Modifikation  
3.2.1.1 SOCS3-Expression in verschiedenen Zellen nach IL-6-Stimulation 
 
Zunächst wurde überprüft, in welchen Zellen und in welchem Zeitrahmen SOCS3 nach IL-6-
Stimulation als Protein exprimiert wird. Humane Fibrosarkomzelllinien 2fTGH und 2C4, die 
humane Hepatomzelllinie HepG2, humane embryonale Nierenzellen 293T sowie embryonale 
Maus-Fibroblasten MEFs und die murine prä-B-Zelllinie BA/F3, die stabil gp130 und gp80 
exprimieren, wurden mit IL-6 stimuliert. Eine zusätzliche Inkubation mit dem löslichen IL-6-
Rα war für 2fTGH, 2C4, 293T und MEFs notwendig, da diese Zelllinien nicht genügend IL-
6-Rezeptor auf der Zelloberfläche exprimieren.  
Abbildung 3-11 zeigt, dass SOCS3 nach 60 min Stimulation in jeder Zelllinie exprimiert 
wurde. In den murinen Zelllinien MEF und BA/F3 wurde SOCS3 bereits nach 30 min 
detektiert. Aus den Zelllysaten der MEF- und 2C4-Zellen konnte eine zusätzliche Bande mit 
höherer elektrophoretischer Mobilität, d.h. einem etwas niedrigeren Molekulargewicht, 
nachgewiesen werden. Hierbei handelt es sich sehr wahrscheinlich um eine Isoform von 
SOCS3, die durch einen alternativen Translationsstart entsteht [127]. 
Abb. 3-11: SOCS3
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-Expression in verschiedenen Zelllinien 
der verschiedenen Zelllinien mit IL-6 [20 ng/ml] und dem löslichen IL-6-Rα  
en Zelllysate hergestellt und SOCS3 mit einem polyklonalen Antiserum
. Die Detektion von SOCS3 erfolgte mit einem spezifischen monoklonalen
.  
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3.2.1.2 Phosphorylierung von SOCS3 nach IL-6-Stimulation 
 
Als nächstes wurde untersucht, ob das durch IL-6 induzierte SOCS3 eine 
Tyrosinphosphorylierung aufwies. Hierzu wurden zunächst BA/F3 (gp130/gp80) Zellen mit 
IL-6 stimuliert. Um eine hohe Proteinausbeute zu erreichen, erfolgte während der 
Stimulationszeiten eine Inkubation mit dem Proteasom-Inhibitor MG132, da SOCS3 eine 
kurze Halblebenszeit hat und vermutlich im Proteasom abgebaut wird. Die nicht-stimulierten 
Kontrollzellen (0 min) wurden für 30 min mit dem Inhibitor behandelt. Auch in den 
Lysispuffer wurde zusätzlich zu den Protease-Inhibitoren der Proteasom-Inhibitor 
hinzugefügt. Wie zuvor beschrieben erfolgte nach der Stimulation die Immunpräzipitation 
von endogenem SOCS3 aus den Lysaten. Nach SDS-PAGE und Western-Blotting konnte der 
Phosphorylierungs-Status von SOCS3 mit einem Phosphotyrosin-Antikörper überprüft 
werden. Abbildung 3-12A zeigt, dass SOCS3 in BA/F3 (gp130/gp80) Zellen nach 60-
minütiger IL-6-Stimulation phosphoryliert wurde.  
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Abb. 3-12: Phosphorylierung von SOCS3 nach IL-6 und OSM-Stimulation 
(A) BA/F3 Zellen, die stabil die Rezeptoren gp130 und gp80 exprimieren, wurden mit IL-6 [20 
ng/ml] wie angegeben stimuliert und mit MG132 [10 µM] für die Zeiten der Stimulation inkubiert. 
Nach Lyse der Zellen wurde SOCS3 mit einem polyklonalen Antiserum präzipitiert. Die 
Phosphorylierung wurde mit einem Phosphotyrosin-Antikörper nachgewiesen (oben) und SOCS3 
mit einem monoklonalen Antikörper gegen SOCS3 detektiert (unten). (B) Embryonale 
Fibroblasten aus der Maus (MEFs) wurden für die angegebenen Zeiten mit IL-6 (20 ng/ml) und 
sIL-6-R (1 µg/ml) oder mit murinem OSM (10 ng/ml) stimuliert und mit MG132 inkubiert. Weiter 
wurde wie in (A) verfahren.  
 
Die posttranslationale Modifikation von SOCS3 wurde in einem weiteren Zellsystem 
untersucht, in dem keine Überexpression der Rezeptoren benötigt wurde. Dazu eigneten sich 
embryonale Maus-Fibroblasten (MEFs) sehr gut. In diesem Experiment wurde das IL-6-Typ-
Zytokin OSM in die Untersuchung miteinbezogen, um herauszufinden, ob die 
Phosphorylierung von SOCS3 auch durch dieses Zytokin induziert werden kann. Die Zellen 
wurden mit IL-6 und löslichem IL-6-Rezeptor bzw. OSM stimuliert und gleichzeitig mit dem 
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Proteasom-Inhibitor MG132 inkubiert. Nach der Immunpräzipitation von endogenem SOCS3 
wurde sowohl die Phosphorylierung als auch das Protein selber nachgewiesen. Wie IL-6 
induzierte auch OSM die Expression sowie die Tyrosinphosphorylierung von SOCS3 (Abb. 
3-12B). Im Gegensatz zu IL-6 vermittelte OSM ein stärkeres Signal, was hier anhand der 
Menge und Kinetik der SOCS3-Expression zu beobachten ist.  
Dieses Experiment zeigt, dass neben IL-6 auch OSM als ein weiteres IL-6-Typ-Zytokin in der 
Lage ist, die Tyrosinphosphorylierung von SOCS3 zu induzieren.  
 
Da die Expression von SOCS3 im IL-6-System durch STAT3 induziert wird, wurde im 
Folgenden die Kinetik der SOCS3-Expression bzw. Phosphorylierung mit der STAT3-
Aktivierungs-Kinetik in dem endogenen System verglichen. MEFs wurden mit IL-6 und 
löslichem IL-6-Rezeptor in Gegenwart des Proteasom-Inhibitors MG132 stimuliert. Als 
Kontrolle wurden auch unstimulierte Zellen einmal für 15 min (Abb. 3-13, Spur 1) und für 
180 min (Abb. 3-13, Spur 7) mit dem Inhibitor inkubiert. Sowohl die kurze als auch die 3-
stündige Behandlung mit dem Inhibitor zeigte keinen Einfluss auf die Signaltransduktion. 
 
Abb. 3-1
Stimula
MEFs w  
wurden  
Immunp  
SOCS3.  
detektier  
SOCS3. 
Antikörp  
gegen ST
 ? SOCS3-pY
0 15 30 60 120 180IL-6
MG132 15
0
15 30 60 120 180 180
IP: SOCS3
Lysate
? SOCS3
? STAT3-pY
? STAT3
(A)
(B)
1 2 3 4 5 6 7Spur
(min)
(min)
 
 
3: Expression und Phosphorylierung von SOCS3 und STAT3 in MEFs nach IL-6-
tion 
urden mit IL-6 [20 ng/ml] und löslichem IL-6-Rezepor [1 µg/ml] stimuliert. Außerdem
sie mit dem Proteasom-Inhibitor MG132 [10 µM] wie angegeben inkubiert. Die
räzipitation von endogenem SOCS3 erfolgte mit dem polyklonalem Antiserum gegen
(A) Die Phosphorylierung von SOCS3 wurde mit einem Phosphotyrosin-Antikörper
t, die Gegenfärbung erfolgte mit einem spezifischen monoklonalen Antikörper gegen
(B) Aus den Lysaten wurde aktiviertes STAT3 mit einem spezifischen Phosphotyrosin-
er nachgewiesen. Für die STAT3-Gegenfärbung diente ein monoklonaler Antikörper
AT3.  
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In diesem Experiment konnte endogenes phosphoryliertes SOCS3 nach 60, 120 und etwas 
schwächer auch nach 180 min detektiert werden (Abb. 3-13A). In Abbildung 3-13B ist die 
Kinetik der STAT3-Aktivierung in MEFs gezeigt. Dazu wurde ein Teil der Lysate aus dem 
gleichen Experiment in einem SDS-PAA-Gel aufgetrennt. Entsprechend der Kinetik der 
SOCS3-Induktion ist STAT3 nach 60 min nicht mehr phosphoryliert (Abb. 3-13). 
 
Bisherigen Studien zufolge, soll SOCS3 durch STAT-Faktoren induziert, als feedback 
Inhibitor die Januskinasen hemmen. Als Konsequenz daraus werden STAT Faktoren nicht 
mehr phosphoryliert. Aus diesem Grund war es von Interesse, in diesem endogenen System 
die Phosphorylierungs-Kinetik der drei Proteine - SOCS3, Jak1 und STAT3- im gleichen 
Experiment zu untersuchen.  
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 IL-6-induzierte Aktivierung von Jak1 und STAT3 im Vergleich zur SOCS3-
nd -Phosphorylierung in MEFs 
en für die angegebenen Zeiten mit IL-6 [20 ng/ml] und löslichem IL-6-Rezeptor [1 
Gegenwart von MG132 [10 µM] stimuliert und aus den Lysaten wurde SOCS3 
pitiert. (A) SOCS3-Phosphorylierung wurde mit einem Phosphotyrosin-Antikörper  
 in der Gegenfärbung mit einem monoklonalen SOCS3-Antikörper nachgewiesen. (B) 
berständen der SOCS3-Immunpräzipitation wurde Jak1 mit einem Jak1-Antikörper 
 Die Phosphorylierung wurde wiederum mit dem Phosphotyrosin-Antikörper 
ur Jak1-Gegenfärbung diente derselbe Antikörper, der auch zur Immunpräzipitation 
urde. (C) Aus den Lysaten wurde wie oben beschrieben aktiviertes STAT3 und STAT3 
en. 
 
it IL-6 und löslichem IL-6-Rezeptor stimuliert und nach Lyse der Zellen 
SOCS3 immunpräzipitiert. Da die Detektion von Jak1 aus Lysaten sehr 
rde die Kinase aus den Überständen der SOCS3-Immunpräzipitationen mit 
körper präzipitiert. Der Nachweis des Phosphorylierungs-Status von SOCS3, 
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Jak1 und STAT3 erfolgte mit spezifischen Phosphotyrosin-Antikörpern. Die Kinetik der Jak1-
Phosphorylierung (Abb. 3-14B) ist interessanterweise im Gegensatz zu der von STAT3 (Abb. 
3-14C) sehr lang. Sie nimmt erst nach 60 min langsam ab, während phosphoryliertes STAT3 
bereits nach 60 min nicht mehr nachzuweisen ist. SOCS3-Phosphorylierung und -Expression 
war wie im vorherigen Experiment nach 30, 60 bzw. 120 min detektierbar (Abb. 3-14A). 
 
3.2.1.3 Die Rekrutierung von SOCS3 an gp130 ist für die Phosphorylierung nicht notwendig 
 
In unserer Arbeitsgruppe wurde erstmals beschrieben, dass SOCS3 an das Tyrosin 759 in 
gp130 bindet und dass diese Rezeptor-Rekrutierung notwendig für die hemmende Wirkung 
von SOCS3 im IL-6-System ist [87]. Ob die Rezeptor-Rekrutierung auch ein notwendiger 
Schritt für die SOCS3-Phosphorylierung ist, sollte im Folgenden untersucht werden.  
Hierzu wurden MEFs verwendet, die stabil die chimären Rezeptoren EPO-R/gp130 6Y, EPO-
R/gp130 YF4Y und EPO-R/gp130 YY4F exprimieren. Die extrazelluläre Domäne der 
Rezeptoren bestand aus der des Erythropoietin (EPO)-Rezeptors (EPO-R). Die Verwendung 
der chimären Rezeptoren hatte den Vorteil, dass die IL-6-Signaltransduktion über endogenes 
gp130 ausgeschlossen werden konnte. Da die MEFs keinen EPO-Rezeptor exprimieren, führt 
eine Stimulation mit EPO nur zur Aktivierung der chimären Rezeptoren. Abbildung 3-15A 
zeigt eine schematische Darstellung der chimären Rezeptoren. Der Rezeptor EPO-R/gp130 
6Y stellt in diesem System den Wildtyp-Rezeptor dar, da hier der zytoplasmatische Teil von 
gp130 nicht verändert ist. In dem Rezeptor EPO-R/gp130 YF4Y ist das Tyrosin 759, an das 
SOCS3 über dessen SH2-Domäne bindet, zu Phenylalanin mutiert, so dass keine Rezeptor-
Rekrutierung von SOCS3 mehr möglich ist. Auch die Tyrosinphosphatase SHP-2 - ein 
weiterer Negativ-Regulator der IL-6-Signaltransduktion – wird nicht mehr an diesen Rezeptor 
rekrutiert. Der Rezeptor EPO-R/gp130 YY4F kann keine STAT-Faktoren mehr rekrutieren, 
da die vier membran-distalen Tyrosinreste zu Phenylalanin mutiert sind. Das bedeutet, dass 
auch kein SOCS3 mehr induziert werden kann. Dieser Rezeptor stellt also die Negativ-
Kontrolle dar.  
Zunächst wurde die Phosphorylierung von STAT3 über die chimären Rezeptoren untersucht. 
Dazu wurden die MEFs mit EPO stimuliert und nach Herstellung von Zelllysaten wurden die 
Proteine im SDS-PAA-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Abbildung 
3-15B zeigt die gewohnte STAT3-Aktivierungs-Kinetik in den EPO-R/gp130 6Y Zellen. Die 
STAT3-Aktivierung über den EPO-R/gp130 YF4Y war demgegenüber verlängert. Der Grund 
hierfür ist die Mutation des „inhibitorischen“ Tyrosins 759, was zur Folge hat, dass das Signal 
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weder durch SOCS3 noch durch SHP-2 abgeschaltet werden kann. Die dritte Zelllinie, 
EPO/gp130 YY4F, zeigte wie erwartet keine STAT3-Aktivierung, weil hier in diesem 
Rezeptor die STAT3-Rekrutierungsmotive fehlen.  
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-15: STAT3-Aktivierung über die chimären EPO-R/gp130-Rezeptoren in MEFs 
hematische Darstellung der chimären Rezeptoren. Der extrazelluläre Teil des EPO-R ist in
dargestellt und der intrazelluläre Teil von gp130 in Braun. Die Funktion der einzelnen
ne ist jeweils links eingezeichnet. (Y: Tyrosin, F: Phenylalanin) (B) Die drei Zelllinien, die
mären Rezeptoren stabil exprimieren, wurden wie angegeben mit EPO [7 U/ml] stimuliert.
erstellung von Zelllysaten wurde aktiviertes STAT3 mit dem spezifischen Phosphotyrosin-
rper detektiert. In der Gegenfärbung wurde STAT3 mit einem monoklonalen Antikörper
STAT3 nachgewiesen.   
m diente im nächsten Experiment der Untersuchung, ob SOCS3 auch nach 
es Rezeptors, in dem das Tyrosin 759 zu Phenylalanin mutiert ist, phosphoryliert 
bilen MEFs wurden wie oben mit EPO stimuliert und SOCS3 aus den Lysaten 
klonalem Antiserum immunpräzipitiert. Phosphoryliertes SOCS3 konnte sowohl 
rung des Wildtyp-Rezeptors, als auch nach Aktivierung des Rezeptors EPO-
4Y (Abb. 3-16A, oben) nachgewiesen werden. Wie erwartet zeigten die 
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Kontrollzellen, die den Rezeptor EPO-R/gp130 YY4F exprimieren, keine STAT3 Aktivierung 
(Abb.3-16, unten), und somit auch keine SOCS3-Induktion.  
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Abb. 3-16: SOCS3-Phosphorylierung und -Expression in  stabilen MEFs 
Die drei Zelllinien wurden für die angegebenen Zeiten in Gegenwart von MG132 [10 µM] mit
EPO [7U/ml] stimuliert. (A) Oben: SOCS3 wurde mit dem polyklonalen Antiserum gegen SOCS3
immunpräzipitiert. Die Detektion der Phosphorylierung sowie die Gegenfärbung von SOCS3
wurden wie oben beschrieben durchgeführt. Unten: STAT3 wurde aus Lysaten im
phosphorylierten Zustand und in der Gegenfärbung ebenfalls wie oben detektiert. (B)
Wiederholung des Experiments wie in (A) mit einer Veränderung in der Kinetik der Stimulation.
Lysate wurden außerdem vor Inkubation mit dem Antikörper mit Protein-A-Sepharose für 2 h
inkubiert. Diese wurde durch Sedimentation anschließend entfernt und die Immunpräzipitation
von SOCS3 wie beschrieben durchgeführt.   
 
inem nächsten Experiment konnte dieser Befund bestätigt werden. Abbildung 3-16B zeigt 
 längere Stimulations-Kinetik. Auch hier konnte die Phosphorylierung von SOCS3 
ohl über den Wildtyp-Rezeptor als auch über den Rezeptor mit dem mutierten Tyrosinrest 
9 nachgewiesen werden. In diesem Experiment wurden die Lysate 2 Stunden mit Protein-
epharose vorbehandelt. Dadurch gelang es, die im Western-Blot störenden, unspezifisch 
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an die Sepharose bindenden Proteine zu entfernen. Nach der Inkubation bei 4°C im 
Überkopfschüttler wurde die Protein-A-Sepharose durch Zentrifugation wieder aus den 
Ansätzen entfernt und die Immunpräzipitation mit dem SOCS3-Antiserum wie vorher 
durchgeführt.  
Zusammenfassend zeigen diese Daten also, dass für die Tyrosinphosphorylierung von SOCS3 
eine Rezeptor-Rekrutierung nicht notwendig ist. 
 
3.2.1.4 Die Tyrosinphosphorylierung von SOCS3 hat keinen Einfluss auf die Funktion der 
SH2-Domäne 
 
Die Tyrosinreste, die potentiell in SOCS3 phosphoryliert werden können, befinden sich am C-
Terminus des Proteins innerhalb der SOCS-Box [114]. Obwohl die SH2-Domäne im Zentrum 
des Proteins liegt, stellt sich die Frage, ob eine Phosphorylierung am C-Terminus die 
Funktion der SH2-Domäne beeinflussen könnte. Da SOCS3 über die zentrale SH2-Domäne 
Phosphotyrosinmotive sowohl in Januskinasen als auch in Rezeptoren, wie gp130, GCSF-R, 
EPO-R [87, 91-94, 128] bindet, wurde im nächsten Experiment untersucht, ob eine 
Phosphorylierung von SOCS3 die Bindung an den Rezeptor gp130 stört.  
Hierzu dienten Peptidpräzipitationen, in denen SOCS3 mit spezifischen gp130-Peptiden aus 
Lysaten präzipitiert wurde. SOCS3 wurde zunächst mit der konstitutiv aktiven Kinasedomäne 
von Jak2 (Jak2JH1WT) bzw. einer inaktiven Form dieser Kinasedomäne, in welcher die 
Tyrosine 1007 und 1008 in der katalytischen Domäne (JH1) mutiert sind (Jak2JH1FF), in 
COS-7 Zellen koexprimiert. Die hier eingesetzten Jak2JH1-Konstrukte sind mit einem YFP-
Tag versehen und konnten so gut mit einem GFP/YFP-Antikörper nachgewiesen werden. In 
diesem Koexpressions-System sollte SOCS3 durch die Überexpression der konstitutiv aktiven 
Jak2JH1 phosphoryliert bzw. bei Koexpression mit der inaktiven Kinasedomäne (Jak2JH1FF) 
nicht phosphoryliert vorliegen. Vor dem Ernten wurden die Zellen 4 Stunden mit dem 
Proteasom-Inhibitor MG132 inkubiert und anschließend lysiert.  
Zur Kontrolle der Protein-Expression wurde ein Teil der Lysate direkt auf einem SDS-PAA-
Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Abbildung 3-17A zeigt, dass sowohl die Kotransfektionen 
als auch die Phosphorylierung von SOCS3 durch die konstitutive Kinase erfolgreich waren. 
Da in diesem Experiment Gesamt-Zelllysate aufgetrennt wurden, konnten auch andere 
zelluläre Proteine, die durch die konstitutiv aktive Kinase phosphoryliert worden sind, im 
oberen Teil der Abbildung 3-17A nachgewiesen werden (Spuren 1, 3). Auffällig ist, dass die 
Phosphorylierung dieser Proteine durch Koexpression mit SOCS3 reduziert werden konnte 
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(Spur 1). Dies weist daraufhin, dass SOCS3 in diesem Überexpressions-System in der Lage 
war, die Aktivität der Kinasedomäne von Jak2 teilweise zu inhibieren.  
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Abb.: 3-17: Bindung von phosphoryliertem SOCS3 an das Rezeptorpeptid pY759
COS-7 Zellen wurden mit den Konstrukten pEF-YFP-Jak2JH1WT bzw. FF [jeweils 3 µg] und
pME18S-SOCS3-Flag [2 µg] kotransfiziert. Bevor die Zellen geerntet wurden, erfolgte eine
Inkubation mit MG132 [10 µM] für 4h. (A) Nach Herstellung von Zelllysaten und SDS-PAA-
Gelelektrophorese konnte die Phosphorylierung der Proteine Jak2JH1 und SOCS3 mit einem
Phosphotyrosin-Antikörper nachgewiesen werden. Des Weiteren wurde YFP-getagtes Jak2JH1
und Flag-getagtes SOCS3 mit spezifischen Antikörpern gegen die Tags angefärbt. (B) Die Lysate
wurden mit biotinylierten Peptiden, die die Sequenz des phosphorylierten bzw. nicht-
phosphorylierten Tyrosinmotivs Y759STV in gp130 enthielten, inkubiert. Mittels NeutrAvidin-
Sepharose wurden die Peptide mit gebundenem SOCS3 aus den Lysaten präzipitiert. SOCS3 bzw.
phosphoryliertes SOCS3 wurde wie in (A) detektiert.  
chsten Schritt wurde schließlich untersucht, ob phosphoryliertes SOCS3 noch ebenso 
unphosphoryliertes SOCS3 Phosphotyrosinmotive binden kann. Für die 
präzipitation wurden Peptide, bestehend aus dem Tyrosinmotiv Y759STV aus gp130, 
l in unphosphorylierter (Y759) als auch in phosphorylierter (pY759) Form verwendet. Zur 
bilisierung der biotinylierten Peptide wurden diese zunächst mit NeutrAvidin-Sepharose 
C unter Schütteln inkubiert. Anschließend erfolgte die Inkubation mit den Zelllysaten 
n oben beschriebenen Kotransfektionen. Sofern eine Interaktion zwischen SOCS3 und 
ezeptorpeptiden stattgefunden hatte, konnte SOCS3 über die an der Sepharose 
bilisierten Peptiden aus den Lysaten präzipitiert werden. Sowohl phosphoryliertes 
3 (Abb. 3-17B, Spur 1) als auch unphosphoryliertes SOCS3 (Spur 2) assoziierte mit 
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dem phosphorylierten Peptid, während erwartungsgemäß keine Präzipitation mit dem 
unphosphorylierten Peptid (Spuren 5-8) erfolgte. In den Kontrollansätzen, die kein SOCS3 
enthielten (Spuren 3 und 7) ist zu sehen, dass keine unspezifische Interaktion zwischen 
Jak2JH1 und den Peptiden bzw. der Sepharose existiert.  
 
3.2.1.4 Die Halblebenszeit von phosphoryliertem SOCS3 ist reduziert 
 
SOCS3 hat eine kurze Halblebenszeit von ca. 60-90 min und wird vermutlich im Proteasom 
abgebaut [99, 129]. Aus diesem Grund wurden die bisher beschriebenen Experimente mit 
einem Proteasom-Inhibitor (MG132) durchgeführt, um den schnellen Abbau von SOCS3 zu 
verhindern und so ausreichend große Proteinmengen zur Detektion zu erhalten. Um den 
Einfluss des Proteasom-Inhibitors auf die Proteinmenge von SOCS3 zu untersuchen, wurden 
MEFs und BA/F3-Zellen während der IL-6-Stimulation mit oder ohne Inhibitor inkubiert. 
Interessanterweise hatte die Inkubation mit dem Proteasom-Inhibitor erst nach 60 Minuten 
einen stabilisierenden Einfluss auf SOCS3 und übte kaum einen Effekt auf die SOCS3-
Proteinmenge, die nach 30 min zu sehen war, aus (Abb. 3-18). 
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Abb. 3-18: Einfluss des Proteasom-Inhibitor MG132 auf die IL-6-induzierte SOCS3-Expression 
in den Zelllinien BA/F3 (gp130/gp80) und MEF  
(A) BA/F3 Zellen, die stabil gp130 und gp80 exprimieren, wurden mit IL-6 [20 ng/ml] für die 
angegebenen Zeitpunkte stimuliert. SOCS3 wurde aus den Lysaten mit dem polyklonalen 
Antiserum immunpräzipitiert und das Protein mit einem spezifischen Antikörper gegen SOCS3 
detektiert. (B) MEFs wurden mit IL-6 [20 ng/ml] und löslichem IL-6 Rezeptor [1 µg/ml] wie 
angegeben stimuliert. Weiter wurde wie in (A) verfahren.   
 C-Terminus der SOCS-Proteine befindet sich die SOCS-Box, die mit der proteasomalen 
gradation des Proteins in Zusammenhang gebracht wird. In Abbildung 3-18 ist deutlich zu 
hen, dass der stabilisierende Einfluss des Proteasom-Inhibitors etwa nach 60 min wirksam 
rd. Interessanterweise korreliert dieser Zeitpunkt mit der SOCS3-Phosphorylierung (Abb. 
13, 3-14). Dies lässt die Vermutung zu, dass die Phosphorylierung von SOCS3, die an zwei 
rosinresten (Y204, Y221) in der SOCS-Box erfolgt [114], mit der Degradation des Proteins 
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zusammenhängen könnte. Im Folgenden wurde daher die Abhängigkeit der Stabilität des 
SOCS3-Proteins von dessen Phosphorylierungs-Status untersucht.  
Dazu wurden COS-7 Zellen mit den Flag-getagten SOCS3-Konstrukten SOCS3WT, 
SOCS3Y204F, SOCS3Y221F und SOCS3Y204F/Y221F (in Abb. 3-19 mit FF abgekürzt) und 
den YFP-getagten Jak2JH1 Konstrukten Jak2JH1WT und Jak2JH1FF kotransfiziert. Die 
Koexpression mit der Kinasedomäne sollte wie schon in Abbildung 3-17 gezeigt, die 
Phosphorylierung von SOCS3 induzieren. Neben den Kotransfektionen wurden zusätzlich 
zwei Kontrolltransfektionen durchgeführt. In Spur 1 in Abbildung 3-19 ist die so genannte 
„Sepharosekontrolle“ zu sehen, das heißt es wurde sowohl SOCS3 als auch Jak2JH1 
transfiziert; bei der Durchführung der Immunpräzipitation wurde jedoch kein Antikörper zu 
den Lysaten gegeben. Diese Kontrolle sollte zeigen, ob eine unspezifische Bindung der 
Lysate an die Protein-A-Sepharose stattfindet. Da Spur 1 in Abbildung 3-19 leer ist, war dies 
nicht der Fall. Die zweite Kontrolle sollte ausschließen, dass der Flag-Antikörper, mit dem die 
Koimmunpräzipitation durchgeführt wurde, unspezifisch an Jak2JH1 assoziiert. Dazu wurde 
Jak2JH1 alleine ohne SOCS3 transfiziert. Auch diese Negativkontrolle war erfolgreich (s. 
Abb. 3-19, Spur 2). 
Nach Lyse der COS-7 Zellen wurden die SOCS3-Konstrukte mit einem Flag-Antikörper 
immunpräzipitiert und die Jak2JH1-Konstrukte wurden, sofern eine Interaktion stattgefunden 
hatte, kopräzipitiert. Im unteren Teil der Abbildung 3-19 ist zu sehen, dass Jak2JH1 mit allen 
SOCS3-Konstrukten kopräzipitiert wurde (Abb. 3-19, Spur 3-6). Somit scheint die SOCS-
Phosphorylierung auch nicht - wie schon für die SOCS-gp130-Interaktion gezeigt (vgl. Abb. 
3-17B) – die SOCS-Jak2-Interaktion zu beeinflussen. Wie erwartet interagierte Jak2JH1FF 
nicht mit SOCS3 (Abb. 3-19, Spur 7), obwohl dieses Konstrukt genauso gut wie Jak2JH1WT 
exprimiert wurde (Abb. 3-19, Lysate).  
Im oberen Teil der Abbildung 3-19 ist die Phosphorylierung der Konstrukte abgebildet. Wie 
erwartet ist der Wildtyp von SOCS3 im Vergleich zu den Tyrosinmutanten am stärksten 
phosphoryliert (Spur 3). Allerdings sieht man auch einen Unterschied im Phosphorylierungs-
Grad zwischen den Einzelmutanten Y204F und Y221F (Spuren 4 und 5). Die Y221F Mutante 
ist stärker phosphoryliert als die Y204F. Interessanterweise konnte eine größere Proteinmenge 
der beiden Konstrukte gemessen werden, die nur wenig phosphoryliert waren (Spuren 4 und 
6) als der Konstrukte, die eine stärkere Phosphorylierung aufwiesen (Spuren 3 und 5). Dies ist 
in der SOCS3-Gegenfärbung in Abbildung 3-19 sichtbar. Die Proteinmenge des WT-SOCS3-
Konstruktes jedoch, das mit der Mutante Jak2JH1FF koexprimiert und somit gar nicht 
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phosphoryliert wurde, ist am höchsten (Spur 7). Zusammenfassend scheint die 
Phosphorylierung von SOCS3 die eigene Proteinmenge zu regulieren.  
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Kotransfektion von COS-7 Zellen mit Flag-getagten SOCS3- und YFP-getagten
nstrukten  
n wurden mit den Konstrukten pEF-YFP-Jak2JH1 (0,5 µg) und pME18S-SOCS3-Flag
erschiedenen Kombinationen kotransfiziert. Nach 48h wurden die Zellen geerntet,
eine Immunpräzipitation mit einem Flag-Antikörper durchgeführt. Die Präzipitate
einem 10%-igen SDS-PAA-Gel aufgetrennt. Tyrosinphosphorylierung der Konstrukte
inem Phosphotyrosin-Antikörper detektiert. Die SOCS3-Gegenfärbung erfolgte mit
Antikörper und die Jak2JH1-Gegenfärbung mit einem GFP/YFP-Antikörper. Ganz
n die Gesamt-Zelllysate aufgetrennt und Jak2JH1 wiederum mit dem GFP/YFP-
nachgewiesen. Der GFP/YFP-Antikörper erkennt auch andere Varianten des
den Proteins, wie z.B. das YFP.)  
 
zu untersuchen, wurde die Halblebenszeit von phosphoryliertem und 
m SOCS3 in einem pulse-chase Experiment verglichen. Hierzu diente das 
gen Experiment verwendete Überexpressions-System. Nach Kotransfektion 
en mit dem Flag-getagten SOCS3WT-Konstrukt und den Konstrukten 
. Jak2JH1FF wurden die Zellen 48 Stunden später in Methionin- und 
edium gehungert. Anschließend erfolgte, durch die Inkubation mit Tran-S35-
edium, die radioaktive Markierung neu synthetisierter Proteine und nach 
e Inkubation der Zellen in Vollmedium (chase). Flag-getagtes radioaktiv-
3 wurde aus den Lysaten mit einem Flag-Antikörper immunpräzipitiert. 
 wurde das Gel fixiert und getrocknet. Mittels Autoradiographie konnte 
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radioaktiv-markiertes SOCS3 und somit die Halblebenszeit des Proteins nachgewiesen 
werden. Abbildung 3-20 zeigt, dass SOCS3, das mit einer konstitutiv aktiven Kinasedomäne 
exprimiert wurde und somit phosphoryliert war (oberer Teil der Abb. 3-20A, pinke Linie in 
Abb.3-20B), eine kürzere Halblebenszeit (ca. 40 min) als unphosphoryliertes SOCS3 (ca. 100 
min) hatte (unterer Teil der Abb.3-20A, schwarze Linie in Abb.3-20B). 
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. 3-20: Pulse-Chase Experiment zur Bestimmung der Halblebenszeit von SOCS3 
-7 Zellen wurden mit den Konstrukten pME18S-SOCS3-Flag und pEF-YFP-Jak2JH1WT bzw. 
-Jak2JH1FF [jeweils 2 µg] kotransfiziert. Nach 48h wurden die Zellen für ca. 30 min in 
ein- und Methionin-freiem Medium gehungert und anschließend in [S35]-Methionin und [S35]-
ein haltigem Medium für 15 min inkubiert (pulse). Nach dem Wegwaschen des radioaktiven 
iums mit PBS wurden die Zellen in Vollmedium wie oben angegeben inkubiert (chase). Zu den 
chiedenen Zeiten wurden sie geerntet, lysiert und Flag-getagtes SOCS3 mit einem Flag-
körper präzipitiert. Die Präzipitate wurden auf einem 12%-igen SDS-PAA-Gel aufgetrennt, 
Gel fixiert und getrocknet. (A) Radioaktiv-markiertes SOCS3 konnte mittels Autoradiographie 
ktiert werden. (B) Quantitative Auswertung des Experiments. Mittelwerte aus zwei 
rimenten wurden mit Hilfe des QuantitiyOne-Programs ausgewertet. Die Expression von 
osphoryliertem SOCS3 ist als schwarze Linie und die von phosphoryliertem SOCS3 als pinke 
e eingezeichnet. Die 50%-ige Expression ist in Blau hervorgehoben.  
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3.2.2 Untersuchungen zu Struktur/Funktionsbeziehungen der Domänen ESS  und KIR  
von SOCS1 
 
Für die feedback Inhibitoren SOCS1 und SOCS3 konnte mittels Punktmutationen in der ESS-
Domäne und der SH2-Domäne gezeigt werden, dass diese Domänen verantwortlich für die 
Bindung an phosphorylierte Tyrosinreste in der Kinasedomäne der Januskinasen sind. 
Weiterhin wurde mit Hilfe von Punktmutationen in der KIR am N-Terminus des Proteins ein 
Hemmungsmechanismus für SOCS1 und SOCS3 vorgeschlagen, in dem die KIR als 
Pseudosubstrat in die Substratbindungstasche der Kinasedomäne der Jak2 bindet und diese so 
inhibiert (Abb. 1-6) [91, 92].  
Um die molekulare Funktion im Kontext der Proteinstruktur zu verstehen, ist es sinnvoll 
Punktmutationen in Anlehnung an die 3D-Struktur oder an eine Strukturvorhersage des 
Proteins einzuführen. Da die Struktur der SOCS-Proteine noch nicht gelöst ist, wurde in 
unserer Arbeitsgruppe ein Strukturmodell von SOCS1 (Aminosäuren 56-212) erstellt (Abb.  
1-7) [96]. Auf der Basis dieses Modells wurde in der vorliegenden Arbeit eine Punktmutation 
in der ESS-Domäne von SOCS1 gesetzt, um weitere Aussagen über die 
Struktur/Funktionsbeziehung dieser Domäne treffen zu können. 
Außerdem sollte hier die Funktion der KIR in Bezug auf den vorgeschlagenen 
Hemmungsmechanismus [91] untersucht werden. 
 
3.2.2.1 Einfluss der Punktmutation T71E in der ESS-Domäne von SOCS1 auf Jak-Bindung 
 und auf die inhibitorische Eigenschaft des Proteins  
 
Es wurde bereits nachgewiesen, dass die ESS-Domäne der SOCS-Proteine die Funktion der 
SH2-Domäne unterstützt [91, 92], ein Befund, der noch nicht strukturell erklärt werden 
konnte. Mit Hilfe des Strukturmodells von SOCS1 gibt es eine Möglichkeit, die beschriebene 
Funktion der ESS-Domäne zu verstehen. Abbildung 3-21A zeigt das Strukturmodell der SH2-
Domäne und der ESS von SOCS1 (vgl. dazu Abb. 1-7). Die Aminosäuren V104, F114, F131, 
F136, L148, F149 in der SH2-Domäne bilden eine hydrophobe Tasche aus. Die ESS-Domäne, 
für die bei Sekundärstrukturvorhersagen eine Helix-Struktur postuliert wird, enthält drei 
hydrophobe Aminosäuren (I68, T71 und L75), die diese hydrophobe Tasche der SH2-Domäne 
kontaktieren könnten. Für die Aminosäuren Isoleucin 68 und Leucin 75 wurde bereits gezeigt, 
dass sie eine Rolle bei der Bindung von SOCS1 an das Doppeltyrosinmotiv im 
Aktivierungsloop der Januskinasen spielen [91]. Auf der Basis des Strukturmodells kann 
postuliert werden, dass diese beiden und eine zusätzliche Aminosäure in der Mitte (Threonin 
Ergebnisse 65
71) hydrophobe Kontakte mit der SH2-Domäne ausbilden und so zur Stabilität und Funktion 
der SH2-Domäne beitragen.  
Um herauszufinden, ob die Aminosäure Threonin 71 einen stabilisierenden Einfluss auf die 
SH2-Domäne ausübt, wurde diese gegen Glutaminsäure ausgetauscht. Im Material und 
Methoden Teil unter Punkt 2.4.2 ist die Herstellung des Konstrukts pEF-FlagI-mSOCS1-
T71E beschrieben. Da die Aminosäure Threonin nicht so hydrophob ist wie Isoleucin und 
Leucin an den Positionen 68 und 75, war zu erwarten, dass diese Mutante einen schwächeren 
Effekt ausübte.  
Die Interaktion von SOCS1-WT bzw. SOCS1-T71E und der Kinasedomäne von Jak2 
(Jak2JH1) wurde mit Hilfe einer Koimmunpräzipitation verglichen. Die beiden SOCS1-
Konstrukte wurden mit dem YFP-getagten Jak2JH1 in COS-7 Zellen koexprimiert. Nach 
Herstellung von Zelllysaten erfolgte die Immunpräzipitation der SOCS1-Proteine mit einem 
Flag-Antikörper, wobei gebundenes Jak2JH1 kopräzipitiert werden konnte. Hier waren 
wieder zwei Kontrollen wichtig. Die „Sepharosekontrolle“ in Spur1 der Abbildung 3-21B 
zeigt, dass keine unspezifische Bindung von Jak2JH1 an die Protein-A-Sepharose erfolgt. Mit 
der zweiten Kontrolle wurde nachgewiesen, dass der Flag-Antikörper nicht unspezifisch mit 
dem YFP-getagten Jak2JH1 assoziiert (Spur2). Da die Kontrollen negativ ausgefallen waren, 
konnte die Koimmunpräzipitation interpretiert werden. Während SOCS1-WT gut nachweisbar 
mit der Kinasedomäne von Jak2 assoziierte (Spur 3), war die Koimmunpräzipitation von 
Jak2JH1 über die SOCS1-Mutante T71E schwächer (Spur 4). Dies ist ein Hinweis darauf, 
dass die Mutation in der ESS-Domäne die Bindung von SOCS1 an die Kinasedomäne von 
Jak2 beeinflusst. Es wurden außerdem die Gesamt-Zelllysate in einer SDS-PAGE aufgetrennt, 
um zu überprüfen, ob die Expression der Konstrukte gleich waren (Abb. 3-21B, Lysate). Die 
SOCS1-Mengen sind in den Spuren 1, 3 und 4 vergleichbar. Auch die Jak2JH1-Mengen in 
den Lysaten, die für die Koimmunpräzipitation eingesetzt wurden (Spuren 3 und 4), sind 
gleich. In Spur 2 fällt die sehr viel stärkere Expression von Jak2JH1 in diesem Ansatz auf. 
Dies könnte daran liegen, dass in dieser Kontrolltransfektion kein SOCS1 kotransfiziert 
wurde. Da beschrieben worden ist, dass Jak2 über SOCS1 im Proteasom degradiert wird, ist 
anzunehmen, dass die Koexpression von SOCS1 mit Jak2JH1 zum Teil zur Degradation der 
Kinase geführt hat.  
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Abb. 3-21: Bindungsverhalten und hemmende Eigenschaft der SOCS1-ESS-Mutante T71E
(A) Strukturmodell der Domänen SH2 und KIR von SOCS1 (verändert nach [96]): Die SH2-
Domäne und ESS ist gekennzeichnet. In Gelb sind die hydrophoben Aminosäuren V104, F114, 
F131, F136, L148 und F149 der SH2-Domäne und in Blau die der ESS I68, T71 und L75. Die in 
dieser Arbeit mutierte Aminosäure in der ESS (T71) ist eingerahmt. Die Bindung der SH2-
Domäne an Jak ist links eingezeichnet. (B) Koimmunpräzipitation von Jak2JH1 mit SOCS1WT 
bzw. SOCS1T71E: COS-7 Zellen wurden mit den Konstrukten pEF-YFP-Jak2JH1 und pEF-FlagI-
mSOCS1-WT bzw. SOCS1-T71E [2 µg] kotransfiziert. Nach 48h Stunden wurden die Zellen 
geerntet und lysiert. Die Immunpräzipitation von SOCS1 erfolgte mit einem Flag-Antikörper. 
Sofern eine Interaktion mit Jak2JH1 stattgefunden hat kann die Kinase mit SOCS1 kopräzipitiert 
werden. Oben: Kopräzipitiertes Jak2JH1 wurde mit einem GFP/YFP-Antikörper nach SDS-PAGE 
in einer Immundetektion nachgewiesen. Unten: Immunpräzipitiertes SOCS1 wurde mit einem 
Flag-Antikörper detektiert. Aus Gesamt-Zelllysaten wurde die Expression von transfiziertem 
Jak2JH1 mit dem GFP/YFP-Antikörper (oben) und die Expression der SOCS1-Konstrukte mit dem 
Flag-Antikörper (unten) nachgewiesen. (C) Reportergen-Assay in HepG2: Die Zellen wurden wie 
oben angegeben mit den Konstrukten pEF-Flag-SOCS1-WT bzw. pEF-Flag-SOCS1-T71E [100 
ng] oder einem Leervektor und den chimären Rezeptoren IL-5-R α und ß/gp130 bzw. IL-5-R α und 
ß /Lep-R [jeweils 3 µg] mittels Ca-Phosphat-Methode transfiziert. Außerdem wurden die Plasmide 
pGL3-α2M-215Luc [5 µg] und pCH-110 [1,5 µg] kotransfiziert. Als Negativ-Kontrolle wurden im 
ersten Transfektionsansatz weder SOCS1-Konstrukte noch Rezeptoren transfiziert. Nach 24h 
wurden die Zellen mit IL-5 (10 ng/ml) stimuliert (grau) bzw. unstimuliert gelassen (schwarz). 
Nach dem Ernten der Zellen am nächsten Tag wurde der Promotorassay durchgeführt. Relative 
Luziferase-Aktivitäten wurden gegen die ß-Galactosidase-Aktivität normalisiert. Dargestellt sind 
Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei Experimenten. Der Luziferasewert des IL-5-
R/gp130 wurde hier auf 100% gesetzt. 
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Da die durchgeführten Koimmunpräzipitations-Studien nur einen schwachen Effekt zeigten, 
wurde das Konstrukt SOCS1-T71E in einem Reportergen-Assay weiter charakterisiert. 
Hierbei sollte überprüft werden, ob die Wirksamkeit der ESS-Punktmutante als Inhibitor 
ebenfalls eingeschränkt ist. Da die Bindungsstudien mit Jak2 durchgeführt wurden, sollte für 
den Reportergen-Assay auch ein Rezeptor-Komplex, der über Jak2 signalisiert, verwendet 
werden. Dafür eignet sich der Leptin-Rezeptor, von dem gezeigt worden ist, dass er über Jak2 
STAT3 aktiviert, das nach Translokation in den Zellkern an den α2M-Promotor bindet [130]. 
Im Vergleich dazu wurde der inhibitorische Einfluss der SOCS1-T71E Mutante auch auf den 
gp130-Signalweg untersucht, der hauptsächlich über Jak1 läuft [42]. Für den Reportergen-
Assay wurden HepG2-Zellen mit den Konstrukten pEF-Flag-SOCS1-WT oder T71E und mit 
jeweils den IL-5 α und ß-Chimären IL-5-R/gp130 oder IL-5-R/Lep-R transfiziert. Die 
chimären Rezeptoren wurden eingesetzt, um den Signalweg über endogene Rezeptoren 
auszuschließen. Weiterhin wurde als Luziferase-Promotorkonstrukt pGL3-α2M-215Luc und 
zur Kontrolle der Transfektion pCH-110 benutzt. Der Reportergen-Assay erfolgte nach einer 
über Nacht Stimulation mit IL-5.  
Wie in Abbildung 3-21C zu sehen ist, zeigen Zellen, die keine chimären Rezeptoren 
exprimierten, keine Hintergrund-Aktivität wenn sie mit IL-5 stimuliert wurden (Transfektion 
1). Zellen, die die chimären Rezeptoren IL-5-R α und ß/gp130 exprimierten, induzierten nach 
IL-5-Stimulation eine starke Luziferase-Aktivität, die hier auf 100% gesetzt wurde 
(Transfektion 2). Das bedeutet, dass der α2M-Promotor über den Jak1/STAT3-Signalweg 
aktiviert wurde. Eine Koexpression von 100 ng SOCS1-WT führte zu einer Hemmung des 
Signalweges auf ca. 70% (Transfektion 3), während die ESS-Mutante T71E den Signalweg 
über gp130 nicht beeinflusste (Transfektion 4). Dieser Effekt war auch bei dem Signalweg 
über den Leptin-Rezeptor und Jak2 zu beobachten. Obwohl die Induktion der Luziferase in 
diesem System nicht so hoch war (Transfektion 5), konnte man deutlich sehen, dass SOCS1-
WT wie erwartet das Signal hemmte, während die Mutation in der ESS die inhibitorische 
Wirkung von SOCS1 beeinträchtigt.  
 
3.2.2.2 Funktionskontrolle von Jak2JH1-Konstrukten mit Mutationen in der oberen Region 
der Kinasedomäne  
 
Die Experimente, die mit der ESS-Mutante T71E von SOCS1 durchgeführt wurden, haben 
nicht nur bestätigt, dass die ESS-Domäne eine wichtige Rolle bei der Interaktion mit den 
Januskinasen spielt, sondern haben auch das Strukturmodell (Abb. 1-7) untermauert. Dies 
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unterstützt unsere Hypothese, dass die drei hydrophoben Aminosäuren (I68, T71, L75) in der 
ESS zur Stabilität der SH2-Domäne beitragen. 
Um die molekulare Funktion der SOCS-Proteine weiter zu untersuchen, wurde im Folgenden 
der Schwerpunkt auf die KIR von SOCS1 gelegt. Diese soll nach Vorstellungen anderer 
Autoren (Abb. 1-6) [91, 92] in die Substratbindungstasche der Januskinasen binden und so die 
Kinaseaktivität hemmen. Es wurde auch bereits beschrieben, dass zwei Aminosäuren in der 
KIR von SOCS1, F56 und F59, essentiell für die Hemmung sind [91]. Es ist jedoch auch 
vorstellbar, dass die KIR von SOCS1 die Januskinase an einer anderen Stelle kontaktiert und 
inhibiert. Eine mit Hilfe des Strukturmodells gut vorstellbare Kontaktstelle wäre die obere 
Region der Kinasedomäne der Jak2, da die KIR diese gut erreichen könnte (Abb. 1-7, Abb. 3-
22A) [96].  
Um diese Hypothese zu überprüfen, wurden Konstrukte mit Mutationen in der oberen Region 
der JH1-Domäne von Jak2 generiert. Die Aminosäuren, die in Abbildung 3-23A 
hervorgehoben sind, stellen potentielle Interaktionsstellen dar, die hydrophobe 
Wechselwirkungen mit der KIR eingehen könnten (vgl. Abb. 1-7).  
Die Schwierigkeit bestand darin, diejenigen Aminosäuren auszusuchen und zu mutieren, die 
nicht die Struktur der Kinasedomäne und damit ihre Aktivität zerstören. Es wurden zunächst 
die Aminosäuren Leucin 892 und Tyrosin 918 nach Arginin mutiert, so entstanden die 
Konstrukte pEF-YFP-Jak2JH1-L892R, pEF-Flag-Jak2JH1-Y918R und pEF-YFP-Jak2JH1-
L892R, Y918R. Die Herstellung der Konstrukte ist im Abschnitt 2.4.3 beschrieben.  
Um sicherzugehen, dass Struktur und Funktion der Jak2JH1-Domäne in den Mutanten noch 
intakt sind, wurde zunächst eine Funktionskontrolle durchgeführt. Diese beruht darauf, die 
autokatalytische Aktivität der Konstrukte zu überprüfen. Dazu wurden COS-7 Zellen mit den 
in Abbildung 3-22B gezeigten Jak2JH1-Konstrukten transfiziert. Daneben diente eine 
Transfektion mit einem Leervektor als Kontrolle (mock, Abb. 3-22B, Spur 1). Nach 48 h 
wurden die Zellen geerntet und Zelllysate hergestellt aus denen die YFP-getagten Konstrukte 
mit einem GFP/YFP-Antikörper immunpräzipitiert wurden. Abbildung 3-22B zeigt, dass der 
WT und die Einzelmutanten gleich gut exprimiert wurden, die Doppelmutante Jak2JH1-
L892R, Y918R jedoch schlechter. In der Phosphotyrosinfärbung im oberen Teil der 
Abbildung 3-22B erkennt man aber, dass sich alle Mutanten (außer wie erwartet die inaktive 
Jak2JH1-FF-Mutante) autophosphoryliert haben. Man kann also davon ausgehen, dass die 
Jak2JH1-Konstrukte strukturell und funktionell intakt sind. 
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bb. 3-22: Funktionskontrolle der Jak2JH1-Mutanten
A) Ausschnitt aus dem Strukturmodell des Jak2JH1-SOCS1-Komplexes (verändert nach [96]): In
elb ist die obere Region der Kinasedomäne mit der funktionell bedeutenden αC-Helix
argestellt. Die ESS und KIR von SOCS1 sind in Grün eingezeichnet. Hydrophobe Aminosäuren
ind in Weiß hervorgehoben und die in dieser Arbeit mutierten Aminosäuren eingerahmt. (B)
xpression und  Autophosphorylierung der Jak2JH1-Mutanten: COS-7 Zellen wurden mit einem
eervektor (mock) oder den verschiedenen pEF-YFP-Jak2JH1-Mutanten (1 µg) transfiziert. Nach
8h wurden Zelllysate hergestellt und die Jak2JH1-Konstrukte mit einem GFP/YFP-Antikörper
mmunpräzipitiert. Die Autophosphorylierung der konstitutiv aktiven Kinasen wurde mit einem
pezifischen Phosphotyrosin-Antikörper nachgewiesen (oben). Zur Gegenfärbung wurde ein
FP/YFP-Antikörper verwendet (unten). Die Mutationen in der Kinasedomäne von Jak2 beeinflussen die Bindung von 
SOCS1 
m die Funktionskontrolle der Jak2JH1-Mutanten erfolgreich war, konnte nun 
rt werden, ob die Punktmutationen in der Kinasedomäne die Bindung von SOCS1 
ssen.  
s herauszufinden, wurden COS-7 Zellen mit den verschiedenen pEF-YFP-Jak2JH1 
kten und pEF-FlagI-mSOCS1 kotransfiziert. Nach 48h Stunden wurden die Zellen 
und das transfizierte SOCS1 mit einem Flag-Antikörper immunpräzipitiert. Die 
-Konstrukte wurden, sofern eine Interaktion stattgefunden hatte, koimmun-
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präzipitiert. Auch diesmal wurden zwei Negativkontrollen durchgeführt. Die 
Sepharosekontrolle zeigte, dass keine unspezifische Bindung der Lysate an die Protein-A-
Sepharose erfolgte (Abb. 3-23, Spur1). Die zweite Kontrolle bestätigte, dass YFP-Jak2JH1 
nicht unspezifisch mit dem Flag-Antikörper assoziierte (Abb. 3-23, Spur 2).  
Die Immunpräzipitation von SOCS1 war aus allen Lysaten erfolgreich (Abb. 3-23A, Spuren 
3-6). Im oberen Teil der Abbildung 3-23A ist die Koimmunpräzipitation von Jak2JH1 
dargestellt. Die Einzelmutanten Jak2JH1-L892R und Y918R wurden etwas schlechter 
präzipitiert (Spuren 4 und 5) als der Wildtyp (Spur 3). Allerdings war auch die Expression 
dieser Konstrukte schwächer, was aus Abbildung 3-23B hervorgeht. Hier sind die Gesamt-
Zelllysate der transfizierten Zellen abgebildet. Auffallend ist jedoch, dass die Doppelmutante 
Jak2JH1-L892R/Y918R schlechter kopräzipitiert wurde (Abb. 3-23A, Spur 6), obwohl dieses 
Konstrukt vergleichbar mit dem WT-Jak2JH1 exprimiert wurde (Abb.3-23B, Spuren 3 und 6). 
Das Ergebnis dieses Experimentes liefert den Hinweis, dass SOCS1 die obere Region der 
Kinasedomäne von Jak2 kontaktiert, denn die Interaktion ist schwächer, wenn die 
Aminosäuren L892 und Y918 in dieser Region mutiert sind.  
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Abb. 3-23: Koimmunpräzipitation von Jak2JH1-Mutanten mit SOCS1 
COS-7 Zellen wurden mit den oben angegebenen pEF-Flag-SOCS1 und pEF-YFP-Jak2JH1-
Konstrukten (jeweils 1 µg) transient transfiziert. (A) Nach Herstellung von Lysaten wurde Flag-
getagtes SOCS1 mit einem Flag-Antikörper immunpräzipitiert und gebundenes Jak2JH1 
koimmunpräzipitiert. Die Detektion von Jak2JH1 erfolgte mit einem GFP/YFP-Antikörper (oben) 
und die von SOCS1 mit einem Flag-Antikörper. (B) Ein Teil der Lysate wurde in der SDS-PAGE 
aufgetrennt. Die Proteine wurden wie in (A) detektiert. 
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4 Diskussion 
4.1 Stimulierbarkeit humaner primärer Makrophagen mit IL-6 
 während der Differenzierung 
Interleukin-6 stimuliert nicht nur die Differenzierung von humanen hämatopoetischen 
Stammzellen in monozytäre Vorläuferzellen [12, 13], es fördert auch die Bildung von 
Makrophagen, während die Differenzierung zu dendritischen Zellen gehemmt wird [18, 19]. 
Ein entscheidender Vorgang bei der Reifung von Monozyten ist das Verlassen des Blutes und 
der Eintritt in das Gewebe durch den Vorgang der Diapedese. Hierfür sind verschiedene 
Adhäsionsmoleküle verantwortlich, die sowohl auf Monozyten als auch auf Endothelzellen 
exprimiert werden. Auch bei diesem Vorgang scheint der Jak/STAT-Signalweg von 
Bedeutung zu sein. So wurde zum Beispiel beschrieben, dass STAT1 eine Rolle bei der 
Reifung von Monozyten spielt, indem es als Transkriptionsfaktor - aktiviert durch Adhärenz-
Vorgänge - die Expression von Genen für ICAM-1 und FcRI moduliert [131]. 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Stimulierbarkeit humaner Makrophagen mit IL-6 im 
Laufe ihrer Differenzierung untersucht. Die morphologischen Veränderungen reflektierten die 
Differenzierung der Monozyten in der Zellkultur (Abb. 3-3). Bei der Untersuchung der 
STAT3-Aktivierung nach IL-6-Stimulation stellte sich heraus, dass Zellen an den ersten 
Tagen der Adhärenz nicht auf die Stimulation reagierten. Nicht-adhärente Zellen und 
adhärente Zellen, die länger in Kultur waren, ließen sich jedoch mit IL-6 stimulieren und 
antworteten mit einer STAT3-Aktivierung (Abbn. 3-4, 3-5, 3-6). Es scheint also, als ob die 
Zellen nur kurzzeitig, während der ersten Adhärenz, nicht auf die IL-6-Stimulation reagieren. 
Des Weiteren wurde gezeigt, dass die IL-6-desensitiven Makrophagen auf eine IFNγ-
Stimulation reagierten (Abb. 3-7) und nach Stimulation mit dem chemotaktisch wirkenden 
Peptid FMLP migrierten (Abb. 3-8). Dies verdeutlicht, dass nur die IL-6-Signaltransduktion 
beeinträchtigt war.  
 
Die Unterdrückung des IL-6-Signals kann durch verschiedene Faktoren hervorgerufen 
werden. So kann zum Beispiel eine verminderte Oberflächenexpression (down Regulation) 
der an der IL-6-Signaltransduktion beteiligten Rezeptoren dazu führen, dass kein Signal 
weitergeleitet wird. Bei der Überprüfung der Oberflächenexpression der Rezeptoren gp130 
und gp80 (IL-6-R) schien die Expression von gp130 an Tag 1 niedriger zu sein als an Tag 4, 
aber dies wurde auch in nicht-adhärenten Zellen, die auf IL-6 reagierten, beobachtet (Abb. 3-9 
B). Die Oberflächenexpression von gp80 war am Tag 4 eher etwas niedriger (Abb. 3-9 A). Da 
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die hier beschriebenen Experimente mit primären Zellen durchgeführt wurden, musste auch 
von Spender-abhängigen Unterschieden ausgegangen werden. Da jedoch keine klare down 
Regulation der Rezeptoren an den ersten Tagen der Adhärenz nachgewiesen werden konnte, 
scheint dies nicht als Grund für die Desensitisierung des IL-6-Signals in Frage zu kommen.  
 
Es ist bekannt, dass eine Stimulation von Makrophagen mit LPS oder TNFα zu einer 
Induktion von SOCS3 führt, welches daraufhin eine IL-6-induzierte STAT3-Aktivierung 
hemmt [132]. Außerdem wurde kürzlich beschrieben, dass durch TNFα-Stimulation die 
Phosphatase SHP-2 an gp130 rekrutiert und phosphoryliert wird, was ebenfalls zu einer 
Hemmung des IL-6-Signals führt [133]. Möglich wäre daher, dass das IL-6-Signal durch eine 
Kontamination des Mediums mit LPS oder TNFα und durch die daraus folgenden 
Inhibierungsereignisse reprimiert wird. Da aber in den hier beschriebenen Untersuchungen die 
nicht-adhärenten Zellen in demselben Medium kultiviert wurden, und an allen Tagen in 
gleichem Maße auf IL-6 reagierten (Abb. 3-4), kann dies ebenfalls als Erklärung für den 
beschriebenen Effekt ausgeschlossen werden.  
Des Weiteren ist vorstellbar, dass SOCS-Proteine an den Tagen der Desensitisierung 
konstitutiv exprimiert werden, und deshalb eine IL-6-induzierte STAT3-Aktivierung 
unterdrückt wird. Eine konstitutive Expression von SOCS1 ist allerdings unwahrscheinlich, 
da SOCS1 auch auf die IFNγ-Signaltransduktion negativ wirkt, die Zellen jedoch gut auf 
IFNγ reagierten (Abb. 3-7). Bezüglich der Expression von SOCS3 konnten bisher keine 
eindeutigen Ergebnisse erzielt werden, da die über RT-PCR gemessene SOCS3-Menge 
Spender-abhängig stark variierte.  
 
Da die Hemmung der IL-6-induzierten STAT3-Aktivierung nur an den ersten Tagen der 
Adhärenz zu beobachten ist, stellt sich die Frage, was in dieser Phase der Differenzierung der 
Makrophagen passiert. In vivo wäre dies das Stadium, in dem die Zellen aus der Blutbahn in 
das Gewebe eintreten. An diesem Vorgang sind Adhäsionsmoleküle (wie Selektine und 
Integrine [126, 134]) beteiligt, die zur Anheftung der Monozyten an das Endothel beitragen. 
Es ist vorstellbar, dass die IL-6-Signaltransduktion während der ersten Tage der 
Differenzierung durch diesen Vorgang der Adhäsion gehemmt wird. Nach Ausbildung der 
Adhäsionskontakte (ab Tag 2-3) reagieren die Zellen schließlich wieder auf IL-6. Dies ist 
auch für die weitere Differenzierung der Makrophagen notwendig, da das Zytokin IL-6 
hierbei ein bedeutender Faktor ist [19]. Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass die 
Oberflächenexpression von Adhäsions-Molekülen (wie zum Beispiel einiger Integrine, 
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ICAM-1, L-Selectin) ebenfalls nur transient auf den Makrophagen in dieser Phase exprimiert 
werden [135, 136]. 
Es ist bekannt, dass Moleküle, die an der IL-6-Signlatransduktion beteiligt sind (wie z.B. 
SHP-2) ebenfalls in die Integrin-Signaltransduktion involviert sind [137]. Andererseits wird 
beschrieben, dass IL-6 Src-Kinasen und die PI3-Kinase, die an der Integrin-
Signaltransduktion maßgeblich beteiligt sind, ebenfalls aktivieren kann [138, 139]. Die 
Möglichkeit eines cross-talks zwischen der IL-6-Signaltransduktion und den Molekülen, die 
durch Adhärenz-Vorgänge (wie zum Beispiel Integrin-Signalmoleküle) aktiviert werden, ist 
also nicht auszuschließen.  
Durch das Zusammenspiel von Adhäsions-Rezeptoren und dem Zytoskelett kann sowohl die 
Aktivierung von Signalmolekülen im Zytoplasma als auch der Kern-Zytoplasma-Transport 
von Transkriptionsfaktoren reguliert werden [140, 141]. Eine gestörte Translokation von 
STAT3 in den Zellkern während der ersten Tage der Adhärenz wäre eine Erklärung dafür, 
dass STAT3 in dieser Zeit nicht an die DNA bindet (Abb. 3-4, 3-5).  
Die Lokalisation von Proteinen kann in lebenden Zellen mit Hilfe von fluoreszierenden 
Proteinen, die als Tag an das zu untersuchende Protein fusioniert sind, beobachtet werden. Oft 
wird das green fluorescent protein (GFP) aus der Qualle verwendet, von dem es auch 
Varianten wie zum Beispiel das yellow fluorescent protein (YFP) gibt. Um die Verteilung von 
STAT3 in lebenden Zellen zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit ein STAT3-Konstrukt 
hergestellt, das am C-Terminus mit einem YFP fusioniert ist. Zur Vermeidung unspezifischer 
Eigenschaften eines getagten Proteins, die zum Beispiel durch die Größe des Tags - YFP 
besitzt ein Molekulargewicht von 30kDa - hervorgerufen werden können, muss durch 
biochemische Kontrollen die Funktionalität des neuen Konstruktes im Vergleich zu dem 
Wildtyp-Konstrukt analysiert werden. Untersuchungen zur Tyrosinphosphorylierung, DNA-
Bindung und Reportergenaktivierung haben gezeigt, dass durch IL-6-Stimulation eine 
Aktivierung des STAT3-YFP erfolgt. (Abb. 3-10 B-D). Obwohl die DNA-Bindung des 
Fusionsproteins im EMSA schwächer war, zeigte dieses im Reportergen-Assay die gleiche 
Aktivierungskapazität wie der Wildtyp (Abb. 3-10D). Die schwächere DNA-Bindung ist 
zurzeit noch nicht zu erklären. Die IL-6-induzierte Kerntranslokation des YFP-
Fusionsproteins wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie bestätigt.  
Das generierte STAT3-YFP-Konstrukt kann nun in weiteren Studien zur Untersuchung der 
Lokalisation von STAT3 in lebenden Makrophagen während ihrer Reifung eingesetzt werden. 
Neben diesen Studien steht das Konstrukt unserer Arbeitsgruppe ebenfalls für andere 
Untersuchungen im Kontext der Lokalisation von STAT3 zur Verfügung. So wurde das 
74                                                                                                                                Diskussion 
                                                                                                                                         
STAT3-YFP-Fusionsprotein bereits dazu verwendet, die Lokalisation von STAT3 nach IL-6-
Stimulation in punktförmigen nukleären Strukturen (nuclear bodies) näher zu 
charakterisieren.  
Da die Tyrosinphosphorylierung von STAT3 zu dem Zeitpunkt der IL-6-Desensitisierung 
ebenfalls zumindest zu einem bestimmten Teil unterdrückt war (Abb. 3-6), sollte 
dementsprechend zur Aufklärung des beobachteten Effekts auch die Aktivierung der 
Januskinasen in die weiteren Experimente einbezogen werden. 
Zusammenfassend ist festzustellen, dass hier zum ersten Mal eine Desensitisierung der IL-6-
induzierten STAT3-Aktivierung während der Reifung von primären Monozyten zu 
Makrophagen beobachtet wurde, die im frühen Stadium der Differenzierung auftritt. Wegen 
der bedeutenden Rolle von IL-6 bei der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen ist 
dieser Effekt erstaunlich und interessant. Allerdings ist zu erwarten, dass die verschiedenen 
Phasen der Differenzierung, ähnlich wie bei der Entwicklung von TH1 Zellen [142], durch ein 
komplexes Zusammenspiel von unterschiedlichen Zytokinen gesteuert werden. In einem 
solchen Zusammenspiel mag zu einem bestimmten Zeitpunkt die gezielte Unterdrückung 
eines Zytokins wie zum Beispiel IL-6 durchaus sinnvoll sein.  
 
4.2 Regulationsmechnismen der Hemmung des IL-6-Signalweges über 
 SOCS-Proteine  
4.2.1 Bedeutung der Tyrosinphosphorylierung von SOCS3 
 
Im zweiten Teil der hier vorliegenden Arbeit wurde zunächst der Schwerpunkt auf 
Untersuchungen über den feedback Inhibitor SOCS3 gelegt, der durch IL-6-induzierte STAT-
Aktivierung in verschiedenen Zellen exprimiert wird (Abb. 3-11).  
Hier konnte im endogenen System gezeigt werden, dass SOCS3 durch IL-6-Typ-Zytokine 
tyrosinphosphoryliert wird (Abb. 3-12, 3-13, 3-14). Diese posttranslationale Modifikation 
wurde kürzlich nach Stimulation mit IL-2, EPO, PDGF, EGF und Insulin [113-115] ebenfalls 
beobachtet. Es wurden zwei Tyrosinreste (Y204, Y221) in der SOCS-Box als 
Phosphorylierungsstellen identifiziert [114]. Durch Überexpression der Kinasen Jak1 und 
Jak2 konnte die Tyrosinphosphorylierung von SOCS3 induziert werden [114, 115]. 
Welche Kinase für die IL-6-induzierte SOCS3-Phosphorylierung verantwortlich ist, geht aus 
den hier - im endogenen System - durchgeführten Untersuchungen nicht hervor. Abbildung 3-
14 zeigt zwar, dass Jak1 nach 1-2 Stunden noch phosphoryliert ist, aber die Kontrolle der 
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STAT3-Phosphorylierung deutet darauf hin, dass die Kinase zu diesem Zeitpunkt nicht mehr 
aktiv, sondern durch SOCS3 inhibiert ist. Obwohl Januskinasen SOCS3 bei Überexpression 
phosphorylieren können (Abb. 3-17, 3-19), scheinen sie im endogenen System SOCS3 
zumindest nicht direkt zu phosphorylieren. 
Interessanterweise ist die Rekrutierung von SOCS3 an gp130, die für die Hemmung der IL-6-
Signaltransduktion notwendig ist, für die Phosphorylierung von SOCS3 nicht essentiell (Abb. 
3-16). Auch dies deutet darauf hin, dass eine andere, zytoplasmatische Kinase an der SOCS3-
Phosphorylierung beteiligt sein könnte. In diesem Zusammenhang ist der Befund, dass eine 
IL-6-Stimulation auch zur Aktivierung von Src-Kinasen führt, interessant [138, 143].  
 
Eine Konsequenz der Phosphorylierung von SOCS3 ist dessen Interaktion mit dem Protein 
p120RasGAP [114], was dazu führt, dass eine Ras-vermittelte MAPK-Aktivierung verlängert 
wird. Da auch die IL-6-Stimulation zur Aktivierung des Ras/MAPK-Signalweges führt, wäre 
eine derartige Funktion der SOCS3-Phosphorylierung im IL-6-System vorstellbar. 
Untersuchungen aus unserer Arbeitsgruppe liefern erste Hinweise dafür, dass die 
Phosphorylierung des Tyrosinrestes 221 zu einer verstärkten MAPK (ERK)-Aktivierung nach 
IL-6-Stimulation führt (U. Lehmann, unpublizierte Daten).  
 
Im Verlauf der hier durchgeführten Experimente wurde deutlich, dass die Phosphorylierung 
von SOCS3 zur Destabilisierung des Proteins führt. So zeigen die Abbildungen 3-19 und 3-
20, dass die Halblebenszeit von phosphoryliertem SOCS3 kürzer ist, als die von 
unphosphoryliertem SOCS3. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. James A. 
Johnston (Queen´s University of Belfast) wurde dieser Effekt weiter untersucht, und es konnte 
gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von SOCS3 die Interaktion mit ElonginC 
unterbindet [144].  
Frühere Studien haben bereits gezeigt, dass die Stabilität von SOCS-Proteinen durch die 
SOCS-Box und eine Interaktion mit ElonginC reguliert wird. Die Konsequenz dieser 
Interaktion für SOCS-Proteine wird allerdings in der Literatur widersprüchlich dargestellt. So 
scheint die Interaktion in einigen Studien SOCS-Proteine zu stabilisieren [101, 110, 111], 
während andere Autoren vorschlagen, dass die Interaktion zur Degradation von SOCS-
Proteinen führt [102, 105, 112]. Die in der Kollaboration erarbeiteten Daten zeigen, dass eine 
Störung der Interaktion zwischen SOCS3 und ElonginC durch die Phosphorylierung von 
SOCS3 zu einer Destabilisierung des Proteins führt [144]. Eine Parallele zu diesem 
Mechanismus zeigen Untersuchungen zur Stabilität des von Hippel Lindau (VHL) 
Tumorsuppressor-Proteins. Dieses Protein besitzt eine SOCS-Box Domäne, die ebenfalls an 
ElonginC bindet [145]. Durch diese Interaktion wird ein E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex 
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gebildet, der die Degradation des Transkriptionsfaktors HIF-1α zur Folge hat. Eine Störung 
der Interaktion mit ElonginC führt zu einer Destabilisierung des VHL-Tumorsuppressors und 
zu einer verlängerten Aktivierung von HIF-1α [107, 108]. Das so genannte VHL-Syndrom ist 
eine vererbbare Krankheit, die bei den Betroffenen zur Bildung von verschiedenen Tumoren 
führt. Hierfür werden Mutationen in der SOCS-Box verantwortlich gemacht, die die 
Interaktion mit ElonginC unterbinden [145, 146].  
In Abbildung 4-1A ist ein Vergleich der Aminosäurensequenzen der SOCS-Box von SOCS1, 
VHL und SOCS3 dargestellt, die aus drei α-Helices besteht. Von den Tyrosinresten Y204 und 
Y221, die in der Abbildung hervorgehoben sind, wurde gezeigt, dass diese in SOCS3 
phosphoryliert werden können [114]. Der Tyrosinrest 204 befindet sich innerhalb der α-Helix 
2 und der Tyrosinrest 221 ist direkt neben der α-Helix 3 in der SOCS-Box lokalisiert (Abb. 4-
1B). Es ist vorstellbar, dass die Phosphorylierung der Tyrosine zu einer 
Konformationsänderung der Helices führt, so dass die Interaktion mit ElonginC gestört wird.  
Für SOCS1 wurde gezeigt, dass eine Interaktion mit ElonginC zur Ausbildung eines 
Komplexes führt, an dem die Proteine ElonginB und C, Cullin2/5, Rbx1 und ein E2-
Ubiquitin-Enzym beteiligt sind [99]. Dieser Komplex hat E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivität, das 
heißt, dass Bindungspartner der SOCS-Proteine, wie Jak2, Vav, IRS-1 und 2, zu diesem 
Komplex rekrutiert, ubiquitiniert und im Proteasom abgebaut werden [101-105]. Im Falle der 
Degradation von IRS-2 wurde auch SOCS3 diese Rolle zugeschrieben. Potentielle Substrate 
von SOCS3 in der IL-6-Signaltransduktion sind gp130, die Januskinasen sowie SHP2, da sie 
direkt mit SOCS3 interagieren. Eine SOCS3 vermittelte Degradation dieser Proteine konnte 
allerdings noch nicht nachgewiesen werden. 
VHL kann in Abwesenheit von ElonginB/C direkt an das RING-Finger-Protein Rbx-1 binden, 
was zu einer Destabilisierung und zur Degradation von VHL führt [108]. Kürzlich wurde 
beschrieben, dass TRIM8/GERP, ebenfalls ein RING-Finger Protein, SOCS1 bindet und 
dessen Degradation fördert [147]. Aufgrund dieser Beobachtungen ist vorstellbar, dass durch 
die Interaktion an ElonginC eine RING-Finger-Bindungsstelle in SOCS3 blockiert wird und 
so das Protein vor der Degradation geschützt wird. Sobald die Interaktion durch die 
Phosphorylierung gestört wird, wird die Bindungsstelle zugänglich und SOCS3 im Proteasom 
abgebaut.  
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Abb. 4-1: SOCS-Box/ElonginBC-Komplex  
(A) Aminosäurenvergleich zwischen der SOCS-Box von SOCS1, VHL und SOCS3. In Rot sind
konservierte Aminosäuren dargestellt. (B) Die Modellstruktur der SOCS-Box von SOCS3 alleine
(rechter Teil, ocker) und im Komplex mit ElonginB (cyan) und ElonginC (grün) (linker Teil). Die
Tyrosine 204 und 221 sowie Aminosäuren, die an der ElonginC-Interaktion beteiligt sind, sind
eingezeichnet. Die drei α-Helices in der SOCS-Box sind in Rot beschriftet (verändert nach [96]).  
and der in dieser Arbeit ermittelten Daten wird ein neuer Regulationsmechanismus für die 
S3-vermittelte Degradation (wie zum Beispiel von IRS-2) vorgeschlagen. Abbildung 4-2 
t eine schematische Darstellung des postulierten Mechanismus. Im E3-Ubiquitin-Ligase-
plex bestehend aus SOCS3, ElonginB/C, Cullin2 und Rbx1 rekrutiert SOCS3 Substrate 
 zum Beispiel IRS-2. Nach Assoziation eines Ubiquitin-E2-Enzyms werden diese 
strate ubiquitiniert und abgebaut. Erfolgt allerdings eine Tyrosinphosphorylierung von 
S3, so wird die Interaktion mit ElonginC gestört und SOCS3 selbst im Proteasom 
ebaut. Dies hat zur Folge, dass SOCS3 als substratspezifischer Teil im E3-Ubiquitin-
ase-Komplex fehlt, die Substrate nicht mehr abgebaut werden und die Inhibierung von 
alwegen durch SOCS3 aufgehoben wird.  
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Abb. 4-2: Schema der Regulationsmechanismen von SOCS3 im Kontext des ElonginB/C-
Komplexes 
Die Darstellung zeigt den postulierten Mechanismus, in dem die Phosphorylierung von SOCS3 
die SOCS3-vermittelte Degradation negativ reguliert.  
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4.2.2 Molekulare Mechanismen der Hemmung von Januskinasen durch SOCS-
Proteine 
 
Im letzten Abschnitt der vorgelegten Dissertation wurde mittels Punktmutationen die 
Hemmung von Januskinasen durch SOCS-Proteine näher untersucht. Mit den hier erarbeiteten 
Daten wird ein neuer Mechanismus der Hemmung von Januskinasen vorgeschlagen. 
Durch die mit der Punktmutation T71E in der ESS-Domäne von SOCS1 erzielten Ergebnisse, 
konnte das Strukturmodell von SOCS1 untermauert werden. Auf der Basis des in Abbildung 
1-7 dargestellten Strukturmodells von SOCS1 wurde postuliert, dass die drei hydrophoben 
Aminosäuren I68, T71 und L75 in der ESS-Domäne die hydrophobe Mulde in der SH2-
Domäne kontaktieren und die SH2-Domäne auf diese Weise stabilisieren (vgl. Abb-3-21A). 
Zudem scheint die ESS-Domäne die angrenzende KIR so auszurichten, dass eine optimale 
Hemmung der Januskinase erreicht wird.  
Hinweise auf diesen Vorschlag lieferten Untersuchungen, die zeigten, dass die ESS-Domäne 
und im Besonderen die Aminosäuren I68 und L75 für die Funktion der SH2-Domäne von 
Bedeutung sind [91]. Die Autoren erklärten die beobachteten Effekte jedoch nicht im Kontext 
der Protein-Struktur. Durch die in unserer Arbeitsgruppe angefertigte Modell-Struktur von 
SOCS1 (Abb. 1-7) war ein Erklärungsversuch für den Effekt möglich. Dazu wurde zusätzlich 
zu den beschriebenen Aminosäuren I68 und L75 in dieser Arbeit die Aminosäure T71 in 
SOCS1 mutiert. Nach unserer Hypothese sollte auch diese Aminosäure zur Funktion der ESS-
Domäne beitragen, da sie, wie im Modell dargestellt, die SH2-Domäne kontaktieren kann. 
Das Threonin 71 wurde von anderen Arbeitsgruppen nicht einbezogen, weil es durch einfache 
Betrachtung der Aminosäuresequenz nicht als funktionell bedeutend auffällt. In den hier 
durchgeführten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Punktmutation T71E zu 
einer verringerten Interaktion von SOCS1 mit der Kinasedomäne von Jak2 führt, was darauf 
hinweist, dass die Funktion der SOCS1-SH2-Domäne gestört ist (Abb. 3-21B). Dies konnte 
weiterhin in Reportergen-Assays, in denen die Punktmutante nicht die gleiche 
Inhibierungskapazität aufwies wie SOCS1 bestätigt werden (Abb. 3-21C). 
Unsere biochemischen Daten unterstützen die Theorie, dass die ESS in Form einer Helix die 
SH2-Domäne der SOCS-Proteine stabilisiert und die KIR in Richtung der Januskinase 
ausrichtet. Es fällt auf, dass die 12 Aminosäuren der KIR somit in Richtung der oberen 
Region der Kinasedomäne ausgerichtet sind (Abb. 1-7).  
Bisher wurde angenommen, dass die KIR als Pseudosubstrat in die Substratbindungstasche 
der Januskinasen bindet und auf diese Weise die Kinase inhibiert [91, 92]. Es wurde gezeigt, 
dass konservierte Aminosäurereste in der KIR - F56 und F59 von SOCS1 sowie L22 und F25 
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von SOCS3 - essentiell für die hemmende Funktion der SOCS-Proteine sind. Weiterhin 
postulieren die Autoren, dass das Motiv Y65RRI (Abb. 4-3) von SOCS1 als Pseudosubstrat in 
die Substratbindungstasche der Januskinase bindet. Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass das 
Motiv um Tyrosin Y65 die Substratbindungstasche der Kinase erreichen kann, da es sehr nahe 
an der ESS Domäne liegt. Zudem müsste Isoleucin I68 laut dieser Hypothese ebenfalls die 
Substratbindungstasche kontaktieren. Da I68 jedoch in der ESS Domäne liegt und essentiell 
für die Funktion dieser Domäne ist [91], erscheint eine direkte Beteiligung von I68 an der 
Hemmung der Kinase unmöglich (siehe Abb. 4-3). Auch bleibt bei dieser Hypothese die 
Funktion der für die Inhibierung essenziellen Aminosäuren F56 und F59 unklar. 
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Abb. 4-3: Aminosäuresequenz der KIR und ESS von murinem SOCS1 
Die für die Funktion der jeweiligen Domäne bedeutenden Aminosäuren sind gelb unterlegt und 
die von Yasukawa et al. [91] postulierte Pseudosubstrat-Sequenz ist rot hervorgehoben. Der 
Sekundärstrukturvorhersagen zufolge helikale Bereich ist eingerahmt.  a unsere Studien zur ESS daraufhin deuten, dass sie die KIR zur oberen Region der 
inasedomäne ausrichtet, wird hier ein alternativer Inhibierungsmechanismus vorgeschlagen. 
ierbei kontaktieren die Phenylalanine F56 und F59 die obere Region der Kinase und 
erändern die Lage der so genannten αC-Helix der Januskinase (siehe Abb. 1-7). Y65 spielt 
abei eher eine Rolle bei der Ausrichtung der beiden Phenylalanine zur Kinasedomäne. Die 
osition der αC-Helix ist bei der Regulation vieler Kinasen von großer Bedeutung [97]. Zum 
eispiel erfolgt die Autoinhibierung der Rezeptortyrosinkinase EphB2 durch eine N-terminal 
ur Kinasedomäne liegende Sequenz, die über hydrophobe Kontakte die αC-Helix in einer 
naktiven Konformation hält [148]. Die Veränderung der Lage der αC-Helix durch den 
ontakt der KIR mit der oberen Region der Kinasedomäne könnte demnach zur Inhibierung 
er Kinase führen.  
a die essentielle Rolle der Aminosäure F56 und F59 von SOCS1 für die Inhibierung schon 
eklärt war, wurden in der vorliegenden Arbeit, in Anlehnung an die in Abbildung 1-7 
ezeigte Modellstruktur, die potentiell an der Interaktion beteiligten Aminosäuren der 
anuskinase mutiert (vgl. Abb. 3-22A). Die Mutation der Aminosäuren Leucin L892 und 
yrosin Y918 zu Arginin beeinträchtigten nicht die Funktion bzw. Struktur der 
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Kinasedomäne, was in der Funktionskontrolle in Abbildung 3-22B zu sehen ist. Die 
anschließenden Bindungsstudien zeigten, dass die Mutationen Y918R und L892R die 
Interaktion zwischen SOCS1 und Jak2 schwächen (Abb. 3-23). Diese Ergebnisse untermauern 
demnach den hier vorgeschlagenen alternativen Inhibierungsmechanismus der Januskinasen 
durch die SOCS-Proteine. 
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5 Ausblick 
Die vorliegende Arbeit wirft einige interessante Fragen hinsichtlich der Regulierung des IL-6-
Signalweges auf und kann als Ausgangspunkt für weitere Studien genutzt werden. In diesem 
Abschnitt sind die aufgetretenen Fragen und Ansatzpunkte für mögliche Folgeuntersuchungen 
kurz zusammengefasst. 
 
5.1 Welcher Mechanismus liegt der IL-6-Desensitisierung von 
Makrophagen in der frühen Phase der Differenzierung zugrunde? 
 
In den hier gezeigten Experimenten wurde beobachtet, dass Makrophagen in der frühen Phase 
ihrer Differenzierung nicht auf einen IL-6-Stimulus reagieren. Folgende Punkte sollten in 
Zukunft näher untersucht werden, um diesen interessanten Effekt erklären zu können.  
 
5.1.1 Welche an der IL-6-Signaltransduktion beteiligten Moleküle sind an der 
Reprimierung des IL-6-Signals beteiligt bzw. von ihr betroffen? 
 
• Es ist vorstellbar, dass an dem Vorgang der Reprimierung des IL-6-Signals SOCS3, 
ein potenter Inhibitor der IL-6-Signaltransduktion, beteiligt ist. Mittels RTPCR und 
Immunpräzipitationen könnte untersucht werden, ob das Protein an den ersten Tagen 
der Adhärenz konstitutiv exprimiert wird. Eine mögliche Beteiligung von SOCS3 an 
der beobachteten Desensitisierung könnte auch in SOCS3-defizienten Makrophagen 
analysiert werden. 
 
• Der Schwerpunkt wurde hier zunächst auf die biochemische Untersuchung der 
STAT3-Aktivierung nach IL-6-Stimulation in den Makrophagen gelegt. Weiterhin 
wäre von Interesse, die Lokalisation von STAT3 in den verschiedenen 
Differenzierungsphasen zu beobachten. Anhand des hergestellten STAT3-YFP-
Konstruktes könnten Echtzeit-Studien zur subzellulären Lokalisation von STAT3 in 
lebenden Makrophagen durchgeführt werden. Hierzu bietet sich die Monozyten-
Zelllinie U937 an, die mit dem Konstrukt transfiziert und 1-2 Tage später mit TPA in 
die Differenzierung geleitet werden kann. Die Verteilung von unphosphoryliertem 
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STAT3 sowie die Translokation in den Zellkern nach IL-6-Stimulation könnte dann 
mittels Laser scanning Mikroskopie beobachtet werden.  
 
• Neben STAT3 könnten natürlich auch andere IL-6-Signaltransduktionsmoleküle von 
der Reprimierung betroffen sein. Die Analyse der Aktivität der Januskinasen und der 
Rezeptorphosphorylierung in den verschiedenen Differenzierungsphasen würde einen 
Anhaltspunkt bieten, die Ebene zu identifizieren, auf der die Reprimierung des IL-6-
Signals einsetzt.  
 
5.1.2 Spielen Differenzierungsereignisse eine Rolle bei der Reprimierung des IL-6-
 Signals? 
 
• Da die Reprimierung des IL-6-Signals in Makrophagen zu einem bestimmten 
Zeitpunkt während der Differenzierung stattfindet, wäre es von Interesse den genauen 
Differenzierungszustand der Zellen zu ermitteln. Während der Differenzierung von 
Monozyten zu Makrophagen ändert sich die Expression bestimmter 
Oberflächenrezeptoren. Der Differenzierungszustand der Zellen könnte also mit Hilfe 
der Bestimmung spezifischer Oberflächenmarker überprüft werden. Makrophagen in 
der frühen Differenzierungsphase zeichnen sich durch die Oberflächenexpression von 
einigen Integrinen, ICAM-1, L-Selectin usw. aus [135]. Das Oberflächenantigen 25F9 
ist neben dem Integrin αV ein Marker für residente ausdifferenzierte Makrophagen 
[136, 149].  
 
• Weiterhin wäre es von Interesse, welche im Blut vorkommenden Monozyten-
Subtypen nach Adhäsion die hier beschriebene Desensitisierung zeigen. In der 
Literatur werden zwei verschiedene Monozyten-Subtypen beschrieben: die residenten, 
die ohne einen Entzündungsreiz in das Gewebe migrieren und dort zu spezialisierten 
Zelltypen differenzieren, und die Entzündungs-Monozyten, die erst nach Stimulation 
mit Entzündungsmediatoren in das Gewebe wandern [150]. Die Expressionslevel 
spezifischer Oberflächenmarker wie zum Beispiel CXCR1 und CD16 im Fall von 
residenten Monozyten und CCR2 und CD62L im Fall von inflammatorischen 
Monozyten könnte hierbei zur Identifizierung der Subtypen dienen.  
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• Eine wichtige Phase während der Differenzierung von Makrophagen ist die 
transendotheliale Migration der Zellen. Es ist vorstellbar, dass IL-6 einen negativen 
Effekt auf diesen Prozess ausübt und dass aus diesem Grund das IL-6-Signal 
reprimiert wird. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Zellen in der Phase der IL-6-
Desensitisierung in der Lage waren auf ein chemotaktisch wirkendes Molekül hin zu 
migrieren. Weitere Migrationsstudien könnten durchgeführt werden, um einen 
Einfluss von IL-6 auf die Migration der Makrophagen zu analysieren. Unterstützend 
könnten auch Studien in existierenden Modellsystemen der transendothelialen 
Migration vollzogen werden. 
 
• In dem Zusammenhang der Migration ist die Signaltransduktion über Integrine von 
Bedeutung. An diesem Signalweg sind viele verschiedene Signalmoleküle beteiligt, 
von denen auch einige in den IL-6-Signalweg involviert sind (z. B. Src-Kinasen, 
Grb2-Ras-MAPK, SHP-2, PI3-Kinase [151]. Aus diesem Grund wäre es denkbar, dass 
die IL-6-Signaltransduktion über cross-talk-Mechanismen von Integrin-
Signaltransduktionsereignissen inhibiert wird.  
 
5.2 Weiterführende Untersuchungen zur Phosphorylierung von SOCS3  
 
Die bisherigen Daten zeigen, dass SOCS3 durch die Zytokine IL-6 und OSM 
tyrosinphosphoryliert wird und dass hierfür die Rezeptor-Rekrutierung nicht notwendig ist. In 
diesem Zusammenhang sollten einige wichtige Punkte in Zukunft geklärt werden:  
 
• Ist die Tyrosinphosphorylierung von SOCS3 eine generelle Modifikation, die neben 
IL-6 und OSM auch durch andere IL-6-Typ-Zytokine induziert werden kann?  
 
• Die im endogenen System direkt für die SOCS3-Phosphorylierung verantwortliche 
Kinase ist noch nicht bekannt. In weiterführenden Studien sollte mittels spezifischer 
Kinase-Inhibitoren die Identifizierung dieser Kinase angestrebt werden. Hierzu 
könnten auch Studien in Kinase-defizienten Zellen beitragen.  
 
• Hier konnte gezeigt werden, dass die Funktion der SH2-Domäne nicht durch die 
Phosphorylierung von SOCS3 beeinträchtigt wird. Von Interesse wäre auf der anderen 
Seite, ob eine funktionelle SH2-Domäne notwendig für die Phosphorylierung von 
SOCS3 ist. Dieser Frage könnte mit einer Punktmutante von SOCS3, deren SH2-
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Domäne durch einen Aminosäurenaustausch (R71E) zerstört wurde, nachgegangen 
werden. Die Beantwortung der Frage, ob eine SH2-Phosphotyrosin-Interaktion 
zwischen SOCS3 und der Kinase stattfinden muss oder nicht, könnte zudem zur 
Identifizierung der beteiligten Kinase hilfreich sein. 
 
5.3 Bedeutung des SOCS3-ElonginBC-Komplexes für die IL-6-Signal-
transduktion und für die Stabilität von SOCS3 
 
In dieser Arbeit konnte ein Zusammenhang zwischen der Phosphorylierung und der Protein-
Stabilität von SOCS3 gezeigt werden. Durch die Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von 
J.A. Johnston (Queen´s University of Belfast) wurde deutlich, dass die Interaktion mit 
ElonginC zur Stabilität des Proteins beiträgt, während die Phosphorylierung die Interaktion 
stört und SOCS3 schneller degradiert wird. 
 
• Die Bedeutung der ElonginC-Interaktion für die Stabilität von SOCS3 könnte durch 
gezielte Mutation der Aminosäuren Valin197, Cystein193 und Leucin189, die sich in 
der SOCS-Box befinden und an dieser Interaktion beteiligt sind (Abb. 4-1), bestätigt 
werden.  
 
• Übernimmt SOCS3, stabilisiert im Komplex mit ElonginC, die substratspezifische 
Rolle in dem ElonginBC-Ubiquitin-Ligase-Komplex zur Degradation von IL-6-
Signalmolekülen? Vertiefende Studien zur Identifizierung der Substrate, die im 
Rahmen der IL-6-Signaltransduktion SOCS3 abhängig degradiert werden, wären in 
diesem Zusammenhang von Interesse. In Frage kämen die Interaktionspartner von 
SOCS3 in diesem Signalweg wie zum Beispiel SHP-2, Januskinasen und gp130. 
 
• Weiterhin wäre die Untersuchung der Mechanismen, über die der schnelle Abbau von 
phosphoryliertem SOCS3 verläuft, interessant. Die an diesem Prozess beteiligten 
Proteine wie zum Beispiel andere RING-Finger-E3-Ubiquitin-Ligasen wären zu 
identifizieren.  
 
• Ob der Phosphorylierung von SOCS3 im IL-6-System neben der Destabilisierung des 
Proteins noch eine andere Funktion zukommt ist unklar. Da bereits gezeigt wurde, 
dass die SOCS3-Phosphorylierung zu einer verlängerten ERK-Aktivierung führt, 
erscheint es nahe liegend zu untersuchen, ob diese Modifikation auch einen Einfluss 
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auf die IL-6-induzierte ERK-Aktivierung ausübt. Dabei sollte ebenfalls überprüft 
werden, ob nach IL-6-Stimulation eine Interaktion zwischen SOCS3 und 
p120RasGAP stattfindet. Das Protein p120RasGAP ist ein Inhibitor von Ras und 
somit der Ras/MAPK-Kaskade. Die Interaktion mit phosphoryliertem SOCS3 könnte 
die hemmende Eigenschaft des Proteins negativ beeinflussen, und so zu einer 
verstärkten IL-6-induzierten ERK-Aktivierung führen. 
 
5.3 Verifizierung der Modellstruktur von SOCS1 und des 
vorgeschlagenen Hemmungsmechanismus der Januskinasen 
 
Die hier ermittelten Daten stellen die in der Literatur beschriebene Hypothese des 
Inhibierungsmechanismus von Januskinasen durch SOCS-Proteine in Frage. Anstatt dass die 
KIR von SOCS1 in die Substratbindungstasche von Jak2 bindet, scheint es wahrscheinlicher, 
dass die Inhibierungs-Domäne von SOCS1 die obere Region der Kinasedomäne kontaktiert 
und so zur Inhibierung beiträgt. Diese alternative Hypothese der Hemmung von Januskinasen 
muss allerdings noch durch weitere Studien bestätigt werden.  
 
• Um die hier getroffenen Aussagen zu bestätigen, muss zunächst die Modellstruktur 
von SOCS1 verifiziert werden. Dies könnte durch weitere gezielte Mutagenesestudien 
und durch die Analyse der Mutanten in Bindungsstudien und Reportergen-Assays 
erreicht werden. Zusätzliche spezifische Mutationen wären hilfreich, um die 
gegenseitige Ausrichtung und das Zusammenspiel der verschiedenen SOCS-Domänen 
weiter zu charakterisieren und die Modellstruktur zu untermauern. 
 
• Die Interaktion der KIR mit der oberen Region der Kinasedomäne von Jak2 könnte 
ebenfalls durch zusätzliche Mutationen in der Kinasedomäne bestätigt werden. Auch 
die Kinaseaktivität der verschiedenen Jak-Mutanten sollte in Kinaseassays überprüft 
werden. Es stellt sich in diesem Zusammenhang die Frage, ob eine Januskinase, die 
nicht mehr mit der KIR interagiert, auch nicht mehr von SOCS1 inhibiert werden 
kann? 
 
• Die Ausdehnung des Strukturmodells und des postulierten Inhibierungsmechanismus 
auf Jak1 wäre im Hinblick auf die IL-6-Signaltransduktion sinnvoll. Jak1-defiziente 
Zellen könnten zum Beispiel mit Jak1-Mutanten, die den Jak2JH1-Mutanten 
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entsprechen, rekonstituiert werden. Die Analyse der IL-6-Signaltransduktion bzw. 
deren Hemmung wäre in diesem System sehr interessant.  
 
• Da auch SOCS3 ein wichtiger Inhibitor der IL-6-Signaltransduktion ist, könnten die 
Studien zur Charakterisierung der Funktionen der ESS und KIR, die hier zunächst mit 
SOCS1 durchgeführt wurden, auf SOCS3 ausgedehnt werden. Vorläufige Ergebnisse 
zeigen bereits, dass auch die ESS von SOCS3 zur Stabilität der SH2-Domäne beiträgt.  
 
 
88                                                                                                                   Zusammenfassung 
                                                                                                                     
6 Zusammenfassung 
Um eine unkontrollierte Aktivierung von Zellen zu vermeiden, muss einer durch 
extrazelluläre Stimuli induzierten Signalübertragung auch eine Abschaltung bzw. Regulation 
folgen. Im Mittelpunkt dieser Arbeit standen die Regulationsmechanismen der IL-6-
Signaltransduktion. 
Im ersten Teil wurde eine kurzzeitige Reprimierung des IL-6-Signals in der frühen Phase der 
Differenzierung von primären humanen Monozyten zu Makrophagen beobachtet. Da IL-6 ein 
wichtiger Differenzierungsfaktor für Makrophagen ist, war der hier beobachtete Effekt 
erstaunlich und eine Klärung von Bedeutung. Zur Charakterisierung dieser Beobachtung 
wurde die Aktivierbarkeit der Zellen durch andere Stimulationen wie zum Beispiel IFNγ und 
FMLP überprüft. Makrophagen, die zum gleichen Zeitpunkt nicht auf IL-6 reagierten, waren 
durch beide Faktoren aktivierbar. Dies zeigte, dass es sich um eine gezielte Unterdrückung 
des IL-6-Signals im frühen Stadium der Makrophagen-Differenzierung handelte. Als Ursache 
dieses Effekts konnte eine verminderte Oberflächenexpression der Rezeptoren gp130 und 
gp80 ausgeschlossen werden. Ob der feedback Inhibitor SOCS3 hierbei eine Rolle spielt, oder 
ob spezifische Differenzierungs- oder Adhäsionsvorgänge für den Effekt verantwortlich sind, 
muß in weiterführenden Studien untersucht werden.  
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden die feedback Inhibitoren des IL-6-Signalweges SOCS1 
und SOCS3 näher untersucht. Im endogenen System konnte für SOCS3 gezeigt werden, dass 
eine Stimulation sowohl mit IL-6 als auch mit OSM zu einer Tyrosinphosphorylierung des 
Proteins führte. Interessanterweise war für diese Modifikation keine Rekrutierung an das 
Tyrosin 759 in gp130, das sonst für die Hemmung des IL-6-Signals über SOCS3 essentiell ist, 
notwendig. Weiterhin konnte jedoch gezeigt werden, dass die Funktion der SH-2-Domäne 
nicht durch die Tyrosinphosphorylierung von SOCS3 beeinflusst wurde.  
SOCS-Proteine können durch Interaktion mit ElonginC einen E3-Ubiqutin-Ligase-Komplex 
ausbilden, der zur Degradation von SOCS-bindenden Proteinen führt. In 
Kollaborationsstudien mit der Arbeitsgruppe von Prof. James A. Johnston (Queen´s 
University of Belfast) wurde gezeigt, dass die Phosphorylierung von SOCS3 die Interaktion 
mit ElonginC unterbindet. In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass 
diese posttranslationale Modifikation zu einer Verringerung der Halblebenszeit von SOCS3 
führte. Diese Ergebnisse lassen die Hypothese zu, dass die Phosphorylierung von SOCS3 die 
SOCS3-abhängige Degradation von Interaktionspartnern unterbindet, indem die eigene 
Degradation induziert wird.  
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Ein Mechanismus für die Hemmung von Januskinasen durch SOCS-Proteine konnte durch die 
im letzten Abschnitt der Arbeit durchgeführten gezielten Mutagenesestudien und die 
Betrachtung der Modellstruktur von SOCS1 vorgeschlagen werden. Es wurde eine 
Aminosäure in der ESS (Extended SH2 Subdomain) von SOCS1 identifiziert, die zur Stabilität 
der SH2-Domäne beiträgt. Durch diesen Befund kann postuliert werden, dass die ESS von 
SOCS1 als Helix die SH2-Domäne stabilisiert und die KIR (Kinase Inhibitory Region) in die 
Richtung der oberen Region der Kinasedomäne der Januskinase ausrichtet. Durch 
Mutationsstudien konnte von dieser Region gezeigt werden, dass sie tatsächlich an der 
SOCS1-Interaktion beteiligt ist. Es kann also angenommen werden, dass die KIR die 
Januskinasen durch einen Kontakt der oberen Region der Kinasedomäne hemmt.  
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